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RIASSUNTO 
L’invecchiam ento  è caratterizzato da numerosi cambiamenti metabolici responsabili del declino di 
alcune funzioni e della comparsa di malattie età-co rrelate. Tra q ueste, l’iperco lestero lem ia, ritenuta il fatto re 
di rischio principale di aterosclerosi e malattie cardiovascolari, è la maggiormente studiata. 
È risaputo che alti livelli plasmatici di colesterolo, associato in particolare a LDL, si correlano ad un 
aumentato rischio di aterosclerosi e malattia coronarica. I livelli di colesterolo totale e di LDL aumentano con 
l’età (nel ratto  g ià all’età d i 1 2  m esi), co m e anche l’incid enza d i m alattie card io vasco lari. 
N el feg ato  l’o m eo stasi d el co lestero lo  è strettam ente reg o lata tram ite la m o d ulazio ne d el 3 -idrossi-
3-metilglutaril-coenzima A reduttasi (HMG-CoA-R), proteina di membrana del reticolo endoplasmatico ed 
enzima chiave della biosintesi del colesterolo. 
L’attività d ell’H M G -CoA-R è regolata da molti meccanismi, tra cui la fosforilazione/defosforilazione (la 
forma non fosforilata è enzimaticamente attiva, mentre la forma fosforilata è inattiva) e la degradazione. 
D urante l’invecchiam ento  si ha un aum ento  d el co lestero lo  plasm atico  ed  un increm ento  d ell’attività 
d ell’H M G -CoA-R , asso ciata a stati d i attivazio ne più alti ed  ad  una d im inuita d eg rad azio ne d ell’enzim a epatico . 
È stato osservato che alterazioni simili sono indotte da un aumento dello stress ossidativo. 
Gli omega 3 sono una categoria di acidi grassi essenziali, cui è attribuita la capacità di abbassare i 
livelli della colesterolemia. 
Primo obiettivo di questa tesi era determinare se la somministrazione prolungata di diete arricchite 
co n o m eg a 3  fo sse in g rad o  d i prevenire l’iperco lestero lem ia senile, e se tale risultato  po tesse essere 
attribuito  ad  una prevenzio ne d elle alterazio ni senili d ell’attività H M G -CoA reduttasica e/o dei recettori per le 
LDL. 
Ratti albini maschi del ceppo Sprague-Dawley sono stati alimentati con una dieta in pellet (Harlan, 
Italy) ad d izio nata co n 1 1 ,5 %  d i o lio  d i pesce (ricco  d i o m eg a 3 ) fino  all’età d i 2 4  m esi a partire d all’età d i 2  
mesi. 
Campioni di sangue e di fegato sono stati prelevati previa anestesia con Nembutal. Il fegato è stato 
rapidamente congelato in azoto liquido e poi utilizzato per isolare il reticolo endoplasmatico, su cui è stata 
m isurata l’attività H M G -CoA reduttasica tramite metodo radioisotopico, valutando la formazione di 14C-
m evalo nato  (M V A ) pro d o tto  d all’enzim a a partire d a 3 -14C-HMG-CoA. 
I risultati hanno dimostrato che la somministrazione prolungata di diete ricche di omega 3 previene 
(ANOVA test seguito da test di Bonferroni) le alterazioni senili dei livelli plasmatici di colesterolo totale, LDL 
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ed  H D L, co ntrasta sig nificativam ente le alterazio ni senili d ella reg o lazio ne d ell’H M G -CoA-R, e mantiene a livelli 
g io vanili l’enzim a fo sfo rilato  (enzim a inattivo ). La d ieta arricch ita con olio di pesce riduce in maniera 
sig nificativa l’increm ento  senile d ei pro d o tti d i pero ssid azio ne; ino ltre, previene le alterazio ni nell’espo sizio ne 
dei recettori per le LDL sulle membrane. 
Secondo obiettivo di questa tesi era determinare se la somministrazione di farmaci antilipolitici con 
effetti ipo co lestero lem izzanti fo sse in g rad o  d i prevenire l’iperco lestero lem ia senile e se tale risultato 
po tesse essere attribuito  ad  una prevenzio ne d elle alterazio ni d ell’attività H M G -CoA reduttasica e/o dei 
recettori per le LDL. 
Ratti albini maschi di 12 mesi del ceppo Sprague-Dawley sono stati trattati con somministrazioni 
intraperitoneali di DMP al termine di un giorno di digiuno. In un secondo gruppo di animali, il trattamento è 
stato ripetuto per 3 volte, distanziate fra loro con un giorno di alimentazione libera ad libitum (AL). 
Campioni di sangue e di fegato sono stati prelevati previa anestesia con Nembutal. Il fegato è stato 
rapidamente congelato in azoto liquido e poi utilizzato per isolare il reticolo endoplasmatico, su cui è stata 
m isurata l’attività H M G -CoA reduttasica tramite metodo radioisotopico, valutando la formazione di 14C-
m evalo nato  (M V A ) pro d o tto  d all’enzim a a partire d a 3 -14C-HMG-CoA. 
I risultati hanno dimostrato che la somministrazione del farm aco  antilipo litico  (D M P) previene l’aum ento  
della trigliceridemia e, solo se ripetuta, le alterazioni senili dei livelli di colesterolo totale, LDL, HDL, ma non 
le alterazio ni senili d ello  stato  d i attivazio ne, a d ifferenza d ell’enzim a fo sfo rilato  m isurato con tecnica 
im m uno chim ica, d ell’H M G -CoA-R . La so m m inistrazio ne d i D M P no n rid uce l’increm ento  senile d ei pro d o tti d i 
perossidazione; inoltre, aumenta oltre i valori giovani i livelli dei recettori per le LDL esposti sulle membrane. 
In conclusione, nei ratti l’iperco lestero lem ia senile pare feno m eno  co n pato g enesi co m plessa, in cui 
po sso no  tro vare ruo lo , o ltre che alterazio ni senili d ell’H M G -CoA-R, forse secondarie a fenomeni 
pero ssid ativi, anche e so prattutto  le alterazio ni d ell’espo sizio ne sulle m em b rane di recettori per le LDL. 
Infatti, dei due trattamenti considerati, entrambi in grado di prevenire totalmente le alterazioni della 
co lestero lem ia, la d ieta ricca in PU FA  rid uce la pero ssid azio ne e previene le alterazio ni d ell’H M G -CoA-R e le 
alterazioni nell’espo sizio ne d ei recetto ri per le LD L sulle m em brane, m entre il trattam ento  co n farm aci 
antilipo litici no n previene le alterazio ni senili d ella pero ssid azio ne, ha scarso  effetto  sull’H M G -CoA-R, ed ha un 
effetto importante, apparentemente maggiore di quello dei PUFA, solo sui livelli dei recettori di membrana 
per le LDL. 
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ABSTRACT 
Ageing is characterized by several metabolic changes responsible for the decline of some functions 
and the appearance of age related diseases. Among them, the hypercholesterolemia, as the main risk factor 
for atherosclerosis and cardiovascular disease, is one of the most studied. 
Elevated level of plasma cholesterol, particularly LDL cholesterol, are known to be associated with an 
enhanced risk for atherosclerosis and coronary heart disease. Total and LDL cholesterol levels increase with 
age (in rat already at the age of 12 months), as does the incidence of cardiovascular disease. 
In the liver, cholesterol homeostasis is strictly regulated through the modulation of the 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase (HMG-CoA-R), a membrane protein of the endoplasmic reticulum and the 
key enzyme of cholesterol biosynthesis. 
The HMG-CoA-R activity is regulated by several mechanisms, among them are the phosphorylation-
dephosphorylation (the unphosphorylated form representing the active enzyme and the phosphorylated form 
the inactive) and degradation mechanisms. 
During ageing it has been reported increased plasma cholesterol levels and increased HMG-CoA-R 
activity, attributed to a higher activation state and impaired degradation of the hepatic enzyme. It has been 
observed that similar age-related changes are induced through an increased oxidative stress. 
Omega 3 are an essential fatty acids category, which possesses the capability to lower the 
cholesterolemia levels. 
The first aim of this work was to determinate if long-term feeding diets enriched with omega 3 fatty 
acids could prevent aged hypercholesterolemia, and if this result could be attribuited to a prevention of the 
HMG-COA-R and/or of LDL receptor age-related changes. 
Whitish male Sprague-Dawley rats were fed a diet in pellet (Harlan, Italy) enriched with 11,5% of fish 
oil (rich of omega 3 fatty acids) from the age of 2 to the age of 24 months. 
Blood and liver samples were drawn by anaesthesia with an intraperitoneal injecton of Nembutal. 
Livers were immediately frozen into liquid nitrogen and then used to isolate endoplasmic reticulum, upon which 
the HMG-CoA-R activity was performed by radioisotopic method, following the production of 14C-mevalonate 
(MVA) from 3-14C-HMG-CoA. 
The results show that long-term feeding diets enriched with omega 3 fatty acids prevent (ANOVA 
test followed by BONFERRONI test) the age-related changes of total, LDL and HDL cholesterol levels, 
significantly hinder the age-related changes of the HMG-CoA-R regulation, and keep at juvenile levels the 
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phosphorylated enyme (inactive enzyme). The diet enriched with fish oil significantly reduces the age-related 
increase o f pero ssid atio n’s pro d ucts; m o reo ver, prevents chang es o n LD L recepto rs o n liver m em branes. 
Second aim of this work was to determinate if the administration of antilipolytic agents, with 
hypocholesterolemizing effects, could prevents the age-related hypercholesterolemia, and if this result could 
be attributed to a prevention of the HMG-COA-R and/or of LDL receptors age-related changes. 
12-month-old whitish male Sprague-Dawley rats were treated with intraperitoneal injection of DMP at 
the end of a fasting day. In a second group of rats, the treatment has been repeated three times, spaced 
among them by a day of feeding ad libitum(AL).   
Blood and liver samples were drawn by anaesthesia with an intraperitoneal injecton of Nembutal. 
Livers were immediately frozen into liquid nitrogen and then used to isolate endoplasmic reticulum, upon which 
the HMG-CoA-R activity was performed by radioisotopic method, following the production of 14C-mevalonate 
(MVA) from 3-14C-HMG-CoA. 
The results show that the injection of the antilipolytic agent (DMP) prevents the increase of 
triglyceridemia and, only if repeated, the age-related changes of total, LDL and HDL cholesterol levels, but 
not the activation state, unlike the phosphorylated enyme levels measured by immunochemestry assay, of the 
HMG-CoA-R . The injectio n o f D M P d o esn’t sig nificantly red uce the ag e -related  increase o f pero ssid atio n’s 
products; moreover, increases over the juvenile values the levels of LDL receptors exposed on liver 
membranes. 
In conclusion, in rats the age-related hypercholesterolemia seems to be a phenomenon with a 
complex pathogenesis, in which, in addition to the HMG-CoA-R age-relad-changes, maybe due to 
perossidation fenomena, also and especially, age-related changes in the liver membrane exposure of LDL 
receptors can play a role.  
Indeed, as to the two considered treatments, both able to totally prevent the age-related changes 
of cholesterolemia, the diet rich in PUFA reduce the perossidation and prevent the age-related changes of 
HMG-CoA-R  and  o f LD L recepto rs o n liver m em branes, w hereas the treatm ent w ith antilipo lytic ag ent d o esn’t 
prevent the age-related changes on perossidation, it has a scarce effect on HMG-CoA-R, and it has an 
important effect, apparently greater than that of PUFA, only on LDL receptors exposed on the liver 
membranes.  
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1.1. INVECCHIAMENTO 
 
L’invecchiam ento  è un pro cesso  naturale, apparentem ente irreversibile, che pro vo ca m o d ificazio ni 
bio lo g iche, m o rfo lo g iche e psico lo g iche. D urante l’invecchiam ento  si verifica una rid uzio ne d elle abilità 
psicofisiche e una progressiva involuzione morfologica e strutturale che interessa da un lato i tessuti e gli 
o rg ani d i un ind ivid uo , d all’altro  le faco ltà m entali e psichiche. L’inizio  cro no lo g ico  d ell’invecchiam ento  è m o lto  
variabile, e legato anche a fatto ri so cio culturali; l’evo luzio ne è co nd izio nata anche d all’am biente in cui l’anziano  
vive oltre ché dalla sua personalità. 
L’o rg anism o  è un sistem a aperto  nel q uale o g ni sing o lo  d istretto  co m unica e co llabo ra co n g li altri 
per g arantire q uell’eq uilib rio dinamico, metabolico e psicofisico, che ci permette di essere vivi, efficienti ed in 
buona salute. 
C o n l’invecchiam ento  q uesto  eq uilibrio  co m incia a perd ersi, d and o  avvio  ad  una fase d i pro g ressivo  
aum ento  d ella vulnerabilità d ell’o rg anism o  nei co nfro nti delle malattie (Chung et al., 2002). 
L’invecchiam ento  è d efinito  co m e un pro cesso  m ultifatto riale che preved e il co invo lg im ento  
d ell’instabilità g eno m ica, d ella variazio ne d ell’espressio ne g enica, d ell’alterata rispo sta cellulare e 
d ell’alterazio ne d ella proliferazione cellulare. 
A lcuni auto ri so steng o no  l’ipo tesi d ella presenza nel g eno m a d i “g eni d ell’invecchiam ento ”, cio è d i 
geni la cui normale attività sia quella di promuovere la successione degli eventi che determinano 
l’invecchiam ento  d elle cellule  e d ell’o rg anism o ; altri, invece, riteng o no  che l’invecchiam ento  sia il risultato  d i 
una disposizione genetica (Rogina et al., 2000), su cui operano, con effetti ben maggiori, lo stile di vita e le 
condizioni ambientali. 
 
1.1.1. LA NATURA MULTIFATTORIALE DELL’IN V EC C H IA M EN TO  
N eg li ultim i d ecenni so no  state fo rm ulate m o lte teo rie per spieg are il pro cesso  d ell’invecchiam ento . 
La maggior parte di teorie è basata su dati settoriali derivanti da specifici studi sperimentali. 
Basandosi sulla dimostrazione che molti meccanismi possono interagire simultaneamente operando a 
d iversi livelli d i o rg anizzazio ne funzio nale, la visio ne d ell’invecchiam ento  co m e pro cesso  m ultifatto riale 
co m plesso  ha so stituito  le preced enti teo rie “m o no fatto riali” che ved evano  una sing o la causa come 
responsabile di tale fenomeno (Kowald A. and Kirkwood T.B., 1996). 
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S eg uo no  alcune d elle teo rie sull’invecchiam ento . 
 
TEO R IA  D ELL’IN V EC C H IA M EN TO  PR O G R A M M A TO  
Questa teoria afferma che il patrimonio genetico conterrebbe le informazioni necessarie a codificare 
le modificazioni progressive che comportano il deterioramento delle funzioni cellulari fino al raggiungimento 
della morte. 
Ad esempio, le cellule sarebbero programmate per un numero limitato di replicazioni, dopo di che non 
sarebbero più rimpiazzate, con atrofia e perdita di funzione del tessuto. 
 
TEORIA NEUROENDOCRINA 
Questa teoria considera la senescenza quale espressione di un progressivo squilibrio funzionale del 
sistema neuroendocrino. Infatti ci sono molti studi che mettono in relazione le alterazioni cellulari età-
dipendenti con il declino senile delle funzioni neuroendocrine (Brody H., 1980). 
Il sistem a neuro end o crino  funzio na a circuito  chiuso , co n m eccanism i d ’interferenza e d i co ntro llo  
reciproci, che regolano la produzione degli ormoni in rappo rto  alle necessità d ell’o rg anism o , assai variabili nel 
tempo, in rapporto alle più svariate circostanze. Un meccanismo biologico così delicato può col tempo andare 
incontro ad alterazioni funzionali ed innescare alterazioni irreversibili in tutti gli organi ed apparati. 
Q uesta teo ria, però , no n spieg a l’universalità d el pro cesso  d ’invecchiam ento , perché può  essere 
valida solo per gli esseri viventi che hanno un sistema neurologico ed endocrino. 
  
TEORIA IMMUNOLOGICA 
S eco nd o  q uesta teo ria l’invecchiam ento sarebbe una conseguenza di disordini del sistema 
immunitario, con produzione di autoanticorpi (che hanno come bersaglio i costituenti stessi di ciascun 
individuo) (Hartwig M., 1992) e ridotta capacità di difesa a fronte di aggressioni esogene.  
Ad esem pio , l’efficienza d ella rispo sta im m unitaria antico rpale è inversam ente pro po rzio nale all’età 
(Weng N.P., 2006) 
A nche la teo ria im m unitaria, co m e q uella neuro end o crina, m anca d el co ncetto  d i “universalità”, no n 
essendo applicabile agli organismi più semplici privi del sistema immunitario. 
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TEORIA DEI LEGAMI CROCIATI 
Q uesta teo ria afferm a che, co n l’età, aum enta la fo rm azio ne d i leg am i ano m ali fra m o leco le d el 
connettivo (collage ed elastina), con conseguente alterazione funzionale delle cellule e dei tessuti (Kohn 
R.R.,1971). 
Questa teoria non ha ottenuto molti consensi per la mancanza di validi supporti sperimentali. 
 
TEORIA DELLE MUTAZIONI SOMATICHE 
S eco nd o  q uesta teo ria l’insufficienza funzio nale nelle cellule so m atiche tipica d ell’età senile sarebbe 
causata d all’accum ularsi d i m utazio ni g enetiche, pro d o tte d all’espo sizio ne pro lung ata ad  ag enti m utag eni (es. 
radiazioni ionizzanti o agenti radio-mimetici: Failla G., 1958). 
Diversi esperimenti hanno successivamente invalidato questa teoria (Martin G.M. et al., 1980). 
 
TEORIA DELLA CATASTROFE DA ERRORI 
S eco nd o  q uesta teo ria l’invecchiam ento  sarebbe la co nseg uenza d i erro ri nella sintesi d i pro teine d i 
importanza critica per la sintesi del materiale genetico o per lo stesso sistema di sintesi delle proteine. 
Fu elabo rata d a O rg el nel 1 9 6 3 , basand o si sull’o sservazio ne che nel g eno m a d eg li eucario ti m o lte 
sequenza nucleotidiche sono ripetute tante volte mentre alte non lo sono affatto (Orgel L.E., 1963). Le  
ripetizio ni funzio nerebbero  co m e una fo rm a d i “pro tezio ne d ell’info rm azio ne” co ntenuta nel g eno m a. M utazio ni 
a livello delle sequenze non ripetute del DNA porterebbero alla formazione di proteine alterate che, se 
coinvolte nella sintesi di materiale genetico e proteico, amplificherebbero il danno fino alla morte cellulare 
q uand o  l’accum ulo  d iveng a inco m patibile co n la vita stessa. 
È stato  d im o strato  che, d urante l’invecchiam ento , l’accum ulo  d i pro teine alterate no n è attribuibile 
alla produzione di più proteine con errori, ma piuttosto ad una minore efficienza dei meccanismi di rimozione e 
di degradazione delle proteine alterate stesse (Dice J.F., 1989).  
Questa teoria non viene ritenuta oggi più valida. 
 
TEORIA DEI RADICALI LIBERI  
N ella m età d eg li anni’5 0 , H arm an elabo rò  la “teo ria d ei rad icali liberi” (H arm an, 1956), secondo la 
q uale l’invecchiam ento  è co rrelato  co n una rid o tta capacità d i neutralizzare i rad icali liberi. H arm an po stulò  che 
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“una d im inuita fo rm azio ne d i A TP d ai m ito co nd ri senescenti, e la presenza d i anio ni supero ssid o  e pero ssid o  
d ’id ro g eno ” (Harman, 1994) inducessero la generazione di una varietà di prodotti ossidati: in realtà, si 
assiste ad un innalzamento, età-dipendente, dei livelli di proteine ossidate (Stadtman and Levine, 2000; 
Schöneich, 1999), di prodotti finali di glicazione avanzata (AGEs) (Kristal and Yu, 1992; Onorato et 
al.,1998), di acidi nucleici ossidati (Bohr et al, 1998), di prodotti di ossidazione sterolici (Sevanian et al., 
1991; Schröpfer, 2000), e di prodotti di perossidazione lipidica (LPO). 
 
Non esistendo né una sola causa, né un meccanismo unico per i quali invecchiamo (Ferrara N. et al., 
2 0 0 5 ), la teo ria o g g i m ag g io rm ente accettata è q uella “unificante”, che ing lo ba tutte le teo rie 
precedenti e ne effettua una sintesi. 
Le teorie precedenti sono riconducibili essenzialmente a due: 
l’invecchiam ento  sarebbe un pro cesso  co ntro llato  d a g eni reg o lato ri che causerebbero , seco nd o  uno  
schem a preo rd inato , i cam biam enti caratteristici d ell’età senile; 
l’invecchiam ento  sarebbe un pro cesso  sto castico  d i d eterio ram ento , d o vuto  ad  un  progressivo 
accumulo di errori a diversi livelli (DNA, RNA, proteine, ecc.) come inevitabile conseguenza degli effetti di 
agenti esogeni e/o endogeni danneggiati. 
Secondo la teoria unificante nessuna delle ipotesi sovraesposte è in grado da sola di spiegare il 
feno m eno  d ell’invecchiam ento  nella sua co m plessità, pur co ntenend o  elem enti d i valid ità che d erivano  d a 
inoppugnabili dati sperimentali. 
S eco nd o  q uesta teo ria unitaria, si accetta a prio ri che l’invecchiam ento  d ipend a d a fatto ri sia g enetici 
che ambientali. I vari co stituenti d ell’o rg anism o  anim ale so no  espo sti co ntinuativam ente all’azio ne d i ag enti 
lesivi, sia end o g eni che eso g eni. Per neutralizzare q uesti insulti e per m antenere l’o m eo stasi, le cellule hanno  
sviluppato una serie di meccanismi di difesa e riparazione. 
L’ipo tesi preved e che l’invecchiam ento  sia d o vuto  al d eterio ram ento  d i q uesti m eccanism i e che la 
d iversa lo ng evità d elle varie specie d ipend a d al livello  d ’efficienza d i q uesto  sistem a, co ntro llato  a sua vo lta 
su base genetica. 
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1.1.2. I RADICALI LIBERI 
 
L’esistenza d ei rad icali liberi co m e entità chim ica, venne po stulata circa 1 0 0  anni fa, m a no n venne 
universalmente accettata per circa 30-40 anni. 
Le specie reattive d ell’o ssig eno  (R O S ) furo no  co nsid erate, per la m ag g io r parte d el ven tesimo 
secolo, agenti biochimici in grado di causare danni tessutali e patologie. Solo nel ventunesimo secolo, la 
bio chim ica d ei rad icali liberi e’ m aturata co m e d isciplina. Ino ltre, so lo  recentem ente e’ stato  rico no sciuto  che 
i ROS sono prodotti in maniera reg o lata e che svo lg o no  un ruo lo  nel m antenim ento  d ell’o m eo stasi cellulare 
nei tessuti sani (Hensley and Floyd, 2002). Questo, chiaramente, ha contribuito alla comprensione del ruolo e 
della richiesta dei nutrienti antiossidanti, poiché ci si aspetta che essi funzionino da modulatori nei processi 
cellulari in cui ag isco no  i rad icali liberi. La co no scenza d ell’effetto  d i o ssid anti e nutrienti è, ino ltre, 
fo nd am entale per valutare la funzio ne d eg li antio ssid anti nei pro cessi pato lo g ici cro nici, nell’invecch iamento e 
nella morte cellulare. La definizione dei processi mediante i quali i ROS agiscono da modulatori della funzione 
cellulare o comportano un danno cellulare può contribuire ad una migliore individuazione del tipo di 
antiossidante più utile. E questo assume una notevole importanza alla luce delle relazioni che stanno 
emergendo tra ossidanti cellulari, antiossidanti, stato ossido-riduttivo della cellula e controllo di processi 
bio lo g ici q uali le vie d i seg nale e l’espressio ne g enica (S en and  Packer, 1 9 96). 
 
1.1.2.1. REGOLAZIONE DELLA PRODUZIONE DEI ROS 
G li o rg anism i pro d uco no  specie reattive d ell’o ssig eno  d urante tutta la lo ro  vita. Esse includ o no  il 
radicale idrossile (HO.), l’anio ne supero ssid o  rad icalico  (O 2.-), l’o ssid o  nitrico  (N O .), i radicali perossidici 
(ROO.), il perossinitrito (ONOO-), l’o ssig eno  sing o letto  (1O2), l’acid o  ipo clo ro so  (H O C l), il pero ssid o  
d ’id ro g eno  (H 2O2), l’id ro ssipero ssile (H O O .), l’o zo no  (O 3). 
I ROS sono generati da molteplici vie metaboliche quali le catene di trasporto di elettroni 
(mitocondriali e del reticolo endoplasmatico), alcune reazioni enzimatiche (ad esempio nelle reazioni in cui sono 
co invo lte lipo ssig enasi, ciclo o ssig enasi, pero ssid asi, ed  altre pro teine co ntenenti l’em e) (H alliw ell and  
Gutteridge, 1999). 
La catena respiratoria è responsabile della maggior parte della produzione endogena di ROS (Chance 
et al., 1 9 7 9 ). L’1 -2 %  d ell’o ssig eno  co nsum ato  d urante la respirazio ne m ito co nd riale è co nvertito  in R O S  
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(C hance et al., 1 9 7 9 ).  N ei m ito co nd ri, l’anio ne supero ssid o  (O2.-) è generato dai complessi I, II e III della 
catena respirato ria, m a no n d alla citro co m o  c o ssid asi, che sem bra m o strare un’attività supero ssid o 
dismutasica (Markossian et al., 1978; Papa, 1996). 
Quando la disponibilità di substrati per la respirazione cellulare derivanti dalla dieta, eccede la 
richiesta d i A TP d a parte d ell’o rg anism o , viene pro m o ssa la pro d uzio ne d i N A D PH , che so stiene la sintesi d i 
acid i g rassi e co lestero lo , e d i R O S . L’O 2
.- prodotto sulla superficie citosolica della membrana mitocondriale 
interna può essere ossidato dal citocromo c e dalla citocromo c ossidasi o convertito generando perossido 
d ’id ro g eno , attraverso  la C u,Zn-superossido dismutasi (Cu,Zn-S O D ) cito so lica. L’O 2.- prodotto sul lato della 
matrice è essenzialmente convertito  in pero ssid o  d ’id ro g eno  d alla M n-SOD della matrice (Fridovich, 1995). Il 
supero ssid o  può  reag ire co n l’N O . (Tato yan and  G iulivi, 1 9 9 8 ), co n fo rm azio ne d ell’anio ne pero ssinitrito . 
L’N O . può  reversibilm ente inibire la cito cro m o  c o ssid asi e l’O N O O - può ossidativamente danneggiare i 
complessi respiratori con ulteriore produzione di O2.-, dando così vita ad una cascata nociva di eventi 
(B eckm an and  K o ppeno l, 1 9 9 6 ). S ia nella m atrice che nel cito so l, il pero ssid o  d ’id ro g eno  è rid o tto  ad  acq ua 
dalla glutatione pero ssid asi. Il pero ssid o  d ’id ro g eno  che d iffo nd e d ai pero ssiso m i, è co nvertito , q ui, d alla 
catalasi ad  acq ua ed  o ssig eno . L’eccesso  d i pero ssid o  d ’id ro g eno  è co nvertito  ad  H O . se sono presenti ioni 
rame e ferro (Chance et al., 1979). 
Nella fagocitosi, si assiste alla generazione di radicali liberi. Infatti, uno degli eventi più significativi 
della fagocitosi è il vistoso mutamento del metabolismo ossidativo cui vanno incontro i fagociti. Durante la 
fagocitosi (sia da parte dei polimorfonucleati che da parte dei monociti-macrofagi) si verifica un notevole 
aum ento  d ella respirazio ne (“esplo sio ne respirato ria”), che co nsta d i q uattro  eventi fo nd am entali: increm ento  
d el co nsum o  d i o ssig eno , d el catabo lism o  g lucid ico , d ella pro d uzio ne d i pero ssid o  d ’id ro g eno , d ella 
formazione di anione superossido. Questi quattro eventi metabolici sono collegati tra loro e dipendono 
d all’attività d i un unico  enzim a lo calizzato  sul versante cito plasm atico  d ella m em brana d ei fag o citi, la N A D PH -
ossidasi, che catalizza la riduzione d ell’o ssig eno  in anio ne supero ssid o  usand o  il N A D PH  co m e d o nato re d i 
elettroni. 
L’anio ne supero ssid o  è po i rid o tto  a pero ssid o  d ’id ro g eno  m ed iante una reazio ne d i d ism utazio ne, 
che può  anche d eco rrere spo ntaneam ente m a che è no tevo lm ente accelerata d all’enzima superossido 
d ism utasi (S O D ); q uesta reazio ne ha luo g o  in co rrispo nd enza d ella superficie cellulare e all’interno  d el 
fagosoma: 
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Le d ue fo rm e rid o tte d i o ssig eno  m o leco lare rese d ispo nibili d all’esplo sio ne respirato ria, lo  O 2 e lo 
H2O2 , sono di per sè scarsam enta reattive, po sso no  essere substrato  d ella reazio ne catalizzata d all’enzim a 
mieloperossidasi, che porta alla formazione dello ione ipocloroso (OCl-), e dalla reazione catalizzata da metalli 
di transizione (fondamentalmente il ferro) che genera il radicale idrossile (HO.). La mieloperossidasi (MOP), 
enzima presente nei granuli azzurrofili dei granulociti e nei lisosomi precoci dei monociti, ha un optimum di 
attività a pH acido ed utilizza la H2O2 g enerata nel fag o liso so m a in seg uito  all’esplo sio ne respiratoria per 
ossidare vari substrati principalmente lo ione cloro. 
Il sistema H2O2 /MOP/ Cl- am plifica d i circa 5 0  vo lte il po tere o ssid ante d el pero ssid o  d ’id ro g eno . I 
fagociti sono poi in grado di convertire lo O2.- e lo H2O2 in radicali idrossilici altamente reattivi mediante la 
reazione di Harber-Weiss. Tale reazione, che a pH fisiologico avviene molto lentamente, è notevolmente 
accelerata (reazione di Fenton) dalla presenza di metalli di transizione ridotti, come lo ione ferroso (Fe2+). Nei 
fagociti, la g enerazio ne d i q ueste specie reattive d ell’o ssig eno  co nco rre attivam ente alla d eg rad azio ne d el 
materiale inglobato durante il processo di fagocitosi (Pontieri, 1996). 
Esistono, comunque, anche agenti esogeni in grado di provocare la produzione di ROS, come ad 
esempio, i raggi ultravioletti (UV). In particolare, i raggi UVB catalizzano reazioni fotochimiche e foto-
o ssid azio ni, d anneg g iano  pro teine, lipid i e D N A ; tali m o d ificazio ni po sso no  pro vo care l’inso rg enza d el cancro 
e sono considerati una delle cause d ell’invecchiam ento  (Ted esco  et al., 1 9 9 7 ; S arasin, 1 9 9 9 ). La rad iazio ne 
ultravioletta è un potente induttore di radicale superossido (O2.-), d i pero ssid o  d ’id ro g eno  (H 2O2) e di 
radicale idrossile (HO.), che so no  im plicati nell’invecchiam ento  cutaneo , nell’inso rg enza d i tum o ri benig ni e 
maligni della pelle e in varie malattie infiammatorie (Cerutti, 1985). 
 
1.1.2.2. DESCRIZIONE DEI MECCANISMI DI DIFESA CELLULARI DAI RADICALI LIBERI 
Esisto no  num ero si m eccanism i d i d ifesa cellulari che co ntrastano  l’azio ne dei ROS, e aiutano a 
proteggere gli organismi dal danno ossidativo. Questi sistemi sono rappresentati da: Enzimi; Chelanti di 
m etalli; ”S caveng er”a basso  peso  m o leco lare. 
Tra gli enzimi antiossidanti ricordiamo la già citata Superossido dismutasi (SOD), la Catalasi e la 
Glutatione perossidasi. 
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La SOD è un enzima di cui esistono due forme: una contenente rame e zinco (CuZnSOD), presente nel 
citosol e  nel plasma; una contenente manganese (MnSOD), presente, invece, nei mitocondri. La SOD 
catalizza la dismutazio ne d ell’O 2-   ad H2O2 e O2. 
La catalasi è un enzim a che co ntiene ferro  nel sito  attivo . Esso  d eterm ina la co nversio ne d ell’H 2O2  ad 
acqua e O2 . La catalasi è presente principalmente nei perossisomi, nel citoplasma di eritrociti e nel plasma. 
La glutatione perossidasi  è un enzima presente nel citoplasma e contiene selenio nel sito attivo. Le 
reazioni in cui è coinvolta sono (Sarvazyan, 2002): 
Se-GLUTATIONE PEROSSIDASI 
a) H2O2  + 2GSH----------------------GSSG + 2 H2O 
b)LOOH + 2GSH----------------------LOH + GSSG + 2 H2O 
  in cui: 
  LOOH=idroperossido di un acido grasso polinsaturo 
  GSH=Glutatione ridotto 
  GSSG=Glutatione ossidato  
A pparteng o no , invece, ai chelanti d i m etalli d i transizio ne la Ferritina, la Transferrina, l’A lbum ina, la 
Ceruloplasmina e l’U rato . 
La ferritina è una proteina costituita da più subunità che circondano un nucleo centrale contenente 
Fe3+, il cui spiazzamento deve essere preceduto dalla sua riduzione a Fe2+. La transferrina lega il Fe3+, ed 
insieme alla ferritina, agisce da proteina di trasporto ed accumulo di tale metallo di transizione, minimizzando 
in tal modo la formazione di alcuni radicali liberi da questo catalizzata (Sarvazyan, 2002). 
L’album ina è una pro teina che leg a il ram e ( II ) strettam ente ed  il ferro  d ebo lm ente. La sua azione 
antiossidante deriva appunto dalla sua capacità di sequestrare questi metalli di transizione, riducendo la 
formazione di alcune specie di radicali liberi (Sarvazyan, 2002). 
La ceruloplasmina gioca un importante ruolo regolatorio nel metabolismo del ferro, favorendo il 
rilascio del ferro dalle cellule prima del suo legame alla transferrina. La ceruloplasmina è la proteina principale 
co invo lta nell’im m ag azzinam ento  d el ram e nell’o rg anism o ; si stim a che il 9 5 %  d el ram e plasm atico  sia leg ato  a 
tale pro teina m entre il rim anente sem bra sia leg ato  all’album ina (S arvazyan, 2 0 0 2 ). 
 22 
L’acid o  urico  è un antio ssid ante che d eriva d alla d eg rad azio ne d elle basi puriniche, ad enina e g uanina. 
L’acid o  urico  reag isce pricipalm ente co n l’acid o  ipo clo ro so , il rad ica le idrossile, i radicali perossidici e il 
pero ssid o  d ’id ro g eno , esplicand o  una po tente azio ne antio ssid ante (B ecker, 1 9 9 3 ) 
Tra g li “scaveng er” a basso  peso  m o leco lare fig urano  la V itam ina E, la V itam ina C , i C aro teno id i, il 
Glutatione e i Flavonoidi. 
La Vitamina E fa parte di un gruppo di tocoferoli strettamente correlati, composti che hanno un 
sistema biciclico contenente un atomo di ossigeno con una catena laterale idrofoba (Moran et al., 1996). 
Lo  “stress o ssid ativo ” o rig ina d a uno  sq uilibrio  fra la pro d uzione e lo spegnimento dei ROS, quando 
la formazione di radicali è grandemente aumentata o vi è carenza assoluta o relativa delle molecole implicate 
nella d ifesa d ell’o rg anism o  (Po ntieri,1 9 9 6 ). Le cellule po sso no  rispo nd ere a cam biam enti nell’espo sizio ne allo 
stress ossidativo e alla produzione endogena di radicali liberi innalzando o diminuendo la proliferazione 
cellulare. Tutto sembra essere regolato da vie di segnale strettamente integrate. Il perdurare di questa 
condizione o, comunque, una condizione di elevatissimo stress ossidativo genera una diffusa ossidazione di 
bio m o leco le, che può  d eterm inare l’instaurarsi d i feno m eni pato lo g ici, e m o rte cellulare per necro si 
(Darzynkiewicz et al., 1997; Samali et al., 1999). 
 
1.1.2.3. ROS ED INVECCHIAMENTO 
I radicali liberi e le specie reattive d ell’o ssig eno  so no  state co rrelate co n l’ezio lo g ia e/o  la 
pro g ressio ne d i alcune pato lo g ie e co n l’invecchiam ento  (M o sko vitz et al., 2 0 0 2 ). I rad icali liberi, co m e O 2
.- e 
HO. , reagiscono con le catene laterali dei residui di lisina, arginina, prolina, treonina e acido glutammico 
generando derivati carbonilici (Stadtman and Berlett, 1997; Taborsky, 1973; Amici et al., 1989). I gruppi 
carbo nilici d elle pro teine rappresentano  un ind icato re d ell’o ssid azio ne d elle pro teine ind o tta dai radicali liberi. 
Il co ntenuto  d i pro teine carbo nilate aum enta d urante l’invecchiam ento  in vari tessuti (O liver et al., 1 9 8 7 ; 
Garland et al., 1988; Smith et al., 1991). 
D urante l’invecchiam ento , i sistem i antio ssid anti d iveng o no  m eno  efficaci per inattivazione progressiva 
degli enzimi, incluse le proteasi, nonchè delle proteine antiossidanti, e di molecole antiossidanti più piccole. 
Il coinvolgimento dei radicali liberi nella progressione di alcune patologie, indica che un individuo 
normale potrebbe divenire più suscettibile alle malattie, come quelle neurodegenerative, quando il livello di 
proteine carbonilate inizia ad aumentare autocataliticamente. Concentrazioni elevate di proteine carbonilate 
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sono state, infatti, riscontrate anche in soggetti affetti dal morbo di Alzheimer (AD), dal morbo di Parkinson 
(PD), e nella sclerosi laterale amiotrofica (ALS). Tuttavia, in questi casi, il danno ossidativo è selettivo e 
rig uard a preferenzialm ente l’inattivazio ne d i partico lari pro teine (B eal, 2 0 0 2 ). 
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1.2. IL COLESTEROLO 
 
1.2.1. METABOLISMO DEL COLESTEROLO 
  
1.2.1.1. STRUTTURA E BIOSINTESI DEL COLESTEROLO 
Il colesterolo, appartenente alla famiglia degli steroidi, svolge un ruolo centrale negli organismi 
eucariotici: è un costituente delle membrane plasmatiche delle cellule animali ed è un precursore di varie 
molecole tra le quali gli ormoni steroidei, gli acidi biliari e la vitamina D (Voet et al., 2001). 
 La molecola è costituita da 4 anelli condensati (figura 10): 3 anelli a sei atomi di carbonio ed un 
anello a cinque atomi di carbonio; oltre a questa struttura tipica di tutte le molecole steroidee, il colesterolo 
contiene un gruppo ossidrilico in posizione C-3, due gruppi metilici al C-10 e C-18 ed infine una catena 
laterale ad otto atomi di carbonio in posizione C-17. La presenza degli anelli e del gruppo ossidrilico 
co nferisco no  una certa rig id ità ed  un d ebo le carattere anfifilico  co nsentend o ne l’interazio ne e la reg o lazio ne 
della fluidità delle membrane plasmatiche (Voet et al., 2001). 
 
 
Figura 1: S truttura d el co lestero lo  (Im m ag ine m o d ificata d a “B io chim ica”, Lubert S tryer) 
 
Le fo nti principali d i co lestero lo  all’interno  d ell’o rg anism o  so no  essenzialm ente d ue: il co lestero lo  
esogeno proveniente dalla dieta e quello endogeno prodotto dal fegato, organo principale nella regolazione 
dei livelli di colesterolo (Dietschy et al., 1993; Ness e Chambers, 2000).  
 
La biosintesi del colesterolo si svolge in tre compartimenti diversi. Le prime due tappe coincidono 
esattamente con la sintesi mitocondriale dei corpi chetonici, ma si svolgono nel citosol: la chetotiolasi 
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condensa due unità di acetil-CoA a formare acetoacetil-C o A , e l’enzim a id ro ssim etilg lutaril-CoA-sintasi 
ag g iung e, po i, un’ulteriore molecola di acetil-C o A  all’aceto acetil-CoA, generando 3-idrossi-3-metilglutaril-
CoA (HMG-CoA). 
L’H M G -C o A  viene po i rid o tto  a m evalo nato  co n im pieg o  d i N A D PH . È l’H M G -CoA-reduttasi, un enzima 
di membrana localizzato nel reticolo endoplasmatico liscio, a catalizzare questa reazione chiave della biosintesi 
del colesterolo. 
Con il consumo di tre molecole di ATP il mevalonato viene successivamente convertito in isopentenil-
piro fo sfato  nei pero ssiso m i; l’ultim a d i q uesta serie d i reazio ni rilascia C O 2 con idrolisi di ATP in ADP e Pi. Il 
risultante iso prene “attivo ” a cinq ue ato m i d i carbo nio  è il “m atto ne” co stitutivo  d i tutti g li iso preno id i. 
S eg ue l’iso m erizzazio ne d ell’iso pentenil-pirofosfato in dimetilallil-piro fo sfato . D all’elim inazio ne d el 
pirofosfato (P2O74–) si forma il catione dimetilallile caratterizzato da uno ione carbonio (C+) straordinariamente 
reattivo , e stabilizzato  per riso nanza. C o n il suo  d o ppio  leg am e, che presenta lo calm ente un’alta d ensità 
elettronica, un secondo isopentenil-pirofosfato attacca nucleofilicamente il catione dimetilallile. 
Da questa reazione di condensazione si forma, con eliminazione di un H+, il prodotto C10 geranil-
pirofosfato. I tre passaggi – io nizzazio ne, ad d izio ne “testa-co d a”, d epro to nazio ne – si ripetono, cosicché il 
geranil-pirofosfato si trasforma in ione carbonio allilico e può reagire con una terza molecola di isopentenil 
pirofosfato a dare il prodotto C15 farnesil-pirofosfato.  
Tutte queste reazioni hanno luogo nei perossisomi; per i successivi processi di sintesi il prodotto 
viene traghettato nel reticolo endoplasmatico, dove una complessa reazione vede la ligazione riduttiva di due 
molecole di farnesil pirofosfato, con consumo di NADPH e duplice idrolisi di pirofosfato, a dare il prodotto 
C30 squalene; con ciò  è pro nta la “m ateria prim a” bio sintetica su cui fo g g iare la m o leco la d el co lestero lo . 
La quarta fase della sintesi del colesterolo inizia con la ciclizzazione dello squalene a dare lanosterolo. 
Una ossidasi a funzione mista, che richiede O2 e NADPH come reagenti, genera in prima battuta squalene 
epossido.
Segue la reazione concertata di una ciclasi che rilocalizza quattro doppi legami nonché due gruppi 
m etile, chiud end o  in tal m o d o  l’intelaiatura carbo nio sa in tre punti. S i è co sì fo rm ato  il lano stero lo , che 
presenta la tipica impalcatura steroidea ad anelli condensati di ciclopentano e cicloesano. 
Seguono, quindi, una ventina di reazioni, che comprendono eliminazione di tre gruppi metilici, riduzione 
con NADPH di un doppio legame ed ulteriore spostamento  d ell’altro  d o ppio  leg am e, a fo rm are il co lestero . 
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Le tappe principali e la compartimentazione della sintesi del colesterolo sono sintetizzate nella figura 2. 
 
 
Figura 2: Tappe e compartimentazione della biosintesi degli isoprenoidi
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1.2.1.2. TRASPORTO DEL COLESTEROLO 
Il colesterolo è una molecola insolubile e viene trasportata attraverso il circolo sanguigno sotto forma 
d i esteri d el co lestero lo , pro d o tti nel feg ato  ad  o pera d ell’enzim a A C A T (A cil-CoA-Colesterolo Acil 
Transferasi) che catalizza la reazione di esterificazione a livello del gruppo idrossilico; tali molecole vengono 
trasportate mediante complessi lipoproteici: le lipoproteine. Le lipoproteine sono particelle globulari 
costituite da un nucleo non polare di triacilgliceroli e di esteri del colesterolo circondato da un rivestimento 
anfifilico di proteine (apolipoproteine), fosfolipidi e colesterolo (Voet et al., 2001).  
 
Figura 3: Struttura di una lipoproteina a bassa densità (LDL). Al centro si trovano soprattutto esteri del 
colesterolo e triglicerid i, m entre apo pro teine, co lestero lo  e fo sfo g licerid i ne fo rm ano  l’invo lucro . (“Principi d i 
B io chim ica”, Lehning er) 
.
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La struttura delle apoproteine è  caratterizzata da un alto contenuto di eliche e di foglietti  anfifilici. 
Si distinguono almeno dieci apoproteine di cinque classi diverse (A-E), con funzioni strutturali e di 
segnalazione. 
I trigliceridi e gli esteri del colesterolo formano un centro idrofobico, attorno al quale si avvolge 
l’apo pro teina B -4 8 ; q uesta struttura è stabilizzata d all’apo proteina E. La B-48 espone le sue regioni 
id ro filiche in superficie, sicché la lipo pro teina d iviene “so lubile” nell’am biente acq uo so  d ella linfa e d el plasm a 
sang uig no . U n’altra apo pro teina, no ta co m e C -II, dirige i chilomicroni verso le lipoprotein-lipasi ancorate, ad 
esempio nel tessuto muscolare, sul versante luminale delle cellule endoteliali dei capillari. Queste lipasi 
idrolizzano i trigliceridi della particella; gli acidi grassi così rilasciati vengono poi assorbiti e utilizzati dai 
tessuti. Restano i co sid d etti chylo m icro n rem nants (“rim anenze” chilo m icro niche), che so no  ricchi in esteri d el 
colesterolo e vengono assorbiti dagli epatociti mediante un recettore B-48-specifico. 
 
La classificazione delle lipoproteine plasmatiche è il prodotto del lavoro di molti laboratori, tra questi 
vanno ricordati quelli di Oncley (1956), Gofman (1954) e Friedrickson (1974). 
Le lipoproteine sono classificate, in base alla loro densità, in: 
chilomicroni (d<0.094 g/ml), che trasportano essenzialmente trigliceridi di origine dietetica e che 
rilasciano  una g ran parte d i q uesto  co m po nente ai tessuti periferici tram ite l’interazio ne co n l’enzim a lipasi 
lipoproteica; 
 lipoproteine a bassissima densità (VLDL) (d=0.95-1.006 g/ml), che assicurano il trasporto dei 
triacilgliceroli, del colesterolo e degli esteri del colesterolo, a tessuti periferici dove agisce la lipasi 
lipoproteica; 
 lipoproteine a bassa densità (LDL) (d=1.006-1.063 g/ml), che sono il principale veicolo del 
colesterolo endogeno, derivano dalla degradazione delle VLDL; 
 lipoproteine ad alta densità (HDL) (d=1.063-1.21 g/ml), che  si arricchiscono si proteine e 
riportano il colesterolo in eccesso e i suoi esteri dai tessuti al fegato. 
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Tabella 1: Proprietà delle principali classi di lipoproteine plasmatiche umane. (“B io chim ica”, M athew s) 
 
Ogni classe di lipoproteine dispone delle sue caratteristiche apoproteine, che ne determinano la 
specificità d i interazio ne co n i recetto ri d i m em brana. D a un ind ivid uo  all’altro  la co ncentrazio ne d i d eterm inate 
lipoproteine può variare anche di mille volte. Questa variazione riveste una notevole importanza diagnostica, 
dal momento che il riscontro di un elevato rapporto tra la concentrazione di alcune lipoproteine è associato 
ad un aumento del rischio dei disturbi cardiovascolari. Esiste, inoltre, una variabilità genetica che si esprime 
attraverso la sintesi di forme diverse di apolipoproteine, che hanno ricevuto grande attenzione, in quanto 
l’aum ento  d i alcune è asso ciato  ad  una m ag g io re incid enza d i alcune m alattie: ad  esem pio  l’aum ento  d i A po  E 
è stato associato ad una maggiore incidenza del morbo di Alzheimer (Moran et al., 1996). 
 
Gli esteri del colesterolo prodotti dal fegato vengono dapprima impacchettati e trasportati in circolo 
attraverso le VLDL; durante il trasporto le VLDL vengono degradate a IDL e successivamente a LDL in seguito 
all’azio ne d i una lipo pro teina lipasi presente nei capillari d el tessuto  ad ipo so  e d el m usco lo  che rim uo ve d ei 
triacilgliceroli e delle apolipoproteine. Attorno alla particella si avvolge una molecola di B-100, che funge 
anche come struttura di riconoscimento per le cellule bersaglio. Le particelle LDL hanno il compito di 
trasportare il colesterolo dal fegato alle sue destinazioni periferiche. Funzione opposta hanno le particelle 
HDL, che provvedono al trasporto inverso, dalla periferia al fegato, del colesterolo delle cellule morte. In 
questo processo una acil-transferasi associata alle HDL può esterificare il colesterolo riassorbito, e 
rico nseg nare l’estere  di colesterolo alle IDL e LDL nel plasma sanguigno, utilizzando una proteina di trasporto. 
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Figura 4:  Traspo rto  d elle lipo pro teine nell’o rg anism o  um ano . (“B io chim ia”, M athew s) 
 
U na vo lta rag g iunti i tessuti periferici, g li esteri d el co lestero lo  po sso no  entrare all’interno  d elle 
cellule attraverso un meccanismo di endocitosi mediata da recettore (Brown e Goldstein, 1985). Infatti, uno 
specifico  recetto re per le LD L (fig ura 5 ), espo sto  sulla superficie cellulare, rico no sce l’apo pro teina B -100 e 
tramite essa lega una particella LDL. I recettori caricati con le LDL si associano e formano con la clatrina (una 
pro teina strutturale intracellulare) le co sid d ette “co ated  pits” (“fo ssette rivestite”). S uccessivam ente si ha 
l’invag inazio ne d elle “co ated  pits”, le q uali, po i, m ed iante una stro zzatura, gemmano dalla membrana sotto 
fo rm a d i vescico le end o cito litiche rivestite d i clatrina. A ll’interno  d ella cellula q ueste vescico le si fo nd o no  co n 
lisosomi, che contengono diversi enzimi idrolitici: proteasi, che degradano le apoproteine in aminoacidi liberi, 
fosfolipasi che idrolizzano i fosfogliceridi, lipasi che degradano gli esteri del colesterolo in colesterolo libero 
e acidi grassi. Dai lisosomi gemmano vescicole con recettori per le LDL scarichi, i quali vengono ritrasportati 
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alla superficie della membrana, dove verranno riutilizzati (figura 6). Il tempo di ricircolo di un recettore è di 
circa10 minuti; nel processo è probabilmente coinvolto il suo dominio EGFP-simile. 
Un recettore va incontro a circa 150 cicli di endocitosi prima di essere degradato. 
 
Figura 5: S truttura schem atica d i un recetto re per LD L. (“B io chim ica”, S tryer) 
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Figura 6: End o cito si d i particelle LD L m ed iata d a recetto re. (“Principi d i bio chim ica”, Lehning er) 
 
 
1.2.1.3. DEGRADAZIONE E CATABOLISMO DEL COLESTEROLO 
La degradazione e la trasformazione del colesterolo producono due classi di composti principali: gli 
acidi biliari e gli steroidi. Gli acidi biliari sono importanti emulsionanti dei grassi esogeni e attivatori delle lipasi 
pancreatiche; sono prodotti nel fegato, secreti nell’intestino  tenue co n la bile e utilizzati più vo lte d o po  
riassorbimento: si parla di ricircolo enteroepatico. Gli steroidi hanno un ruolo di primo piano nel controllo 
ormonale dei processi di crescita, sviluppo, differenziamento e metabolismo.  
Un ruolo molto importante nella degradazione e nella trasformazione del colesterolo hanno gli enzimi 
del tipo delle monoossigenasi citocromo P450-dipendenti, che idrolizzano i loro substrati in reazioni 
NADPH/O2- dipendenti. 
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Anche il calcitriolo, un derivato della vitamina D3 e importante regolatore del metabolismo del calcio 
e del fosfato, ha origine dal colesterolo. 
Inoltre, il colesterolo in quanto lipide anfifilico è un costituente essenziale delle membrane biologiche. 
La parte preponderante dei lipidi di membrana è rappresentata dai fosfolipidi; i più comuni sono i 
fosfogliceridi, con glicerolo come costituente. Essi assolvono importanti compiti nel trasporto del 
colesterolo nel plasma, ed inoltre sono importanti mediatori nella trasduzione intracellulare del segnale, nella 
coagulazione del sangue e nella funzione polmonare. La figura 7  mostra un quadro schematico della biosintesi 
dei fosfogliceridi, che vengono prodotti nel reticolo endoplasmatico liscio e portati alle loro membrane 
bersaglio mediante trasporto vescicolare. 
 
Figura 7: S intesi e traspo rto  d ei fo sfo g licerid i nella cellula. (“B io chim ica”, M athew s) 
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1.2.2. OMEOSTASI DEL COLESTEROLO 
Fisiologicamente, il livello di colesterolo ematico viene mantenuto entro un intervallo di valori 
piuttosto ristretto. Il fegato, sembra giocare il ruolo principale nella regolazione dei livelli di colesterolo 
(D ietschy et al., 1 9 9 3 ): esso  esprim e la m ag g io r parte d ei recetto ri LD L (LD Lr) d ell’o rg anism o  ed  è il sito  
principale di degradazione del colesterolo tramite la sua conversione in acidi biliari (Bilheimer et al., 1984; 
Turley et al., 1995). 
Il fegato esprime uno dei più alti livelli di HMG-CoA reduttasi e la sua regolazione a feedback si attua 
principalm ente in q uest’o rg ano , no no stante q uesto  enzim a si tro vi virtualmente in tutti i tessuti (Andersen et 
al., 1982). 
 
La reg o lazio ne d ell’o m eo stasi d el co lestero lo  nel feg ato  si basa su d iversi m eccanism i che ag isco no  
su tre principali pro cessi: l’esterificazio ne e fo rm azio ne d i acid i biliari, l’end o cito si m ed iata da recettore e la 
biosintesi del colesterolo (Voet et al., 2001). Il controllo della velocità di esterificazione operata da ACAT e 
la conversione del colesterolo in acidi biliari partecipano rispettivamente alla conservazione intracellulare ed 
allo smaltimento  d el co lestero lo  in eccesso  presente nell’o rg anism o . 
La bio sintesi d el co lestero lo  viene reg o lata, principalm ente, m o d uland o  l’attività d ell’H M G -CoA 
red uttasi, in relazio ne al fabbiso g no  d ello  stero lo  nella cellula. La d im inuzio ne d ell’attività d ella reduttasi in 
risposta ad un aumento del colesterolo che raggiunge il fegato attraverso i remnant dei chilomicroni, 
rappresenta effettivamente un mezzo valido nel mantenere livelli di colesterolo ottimali (Kita et al., 1982). 
Inoltre, o in alternativa, la cellula può aumentare il numero di recettori per le lipoproteine sulla membrana 
plasmatica, determinando così una maggiore assunzione di colesterolo, che può essere direttamente utilizzato 
oppure immagazzinato previa esterificazione. Il contenuto cellulare di colesterolo è regolato principalmente 
tram ite un m eccanism o  a feed back neg ativo  che co invo lg e il recetto re LD L e l’H M G -CoA reduttasi (Goldstein 
and  B ro w n, 1 9 9 0 ). Il co lestero lo  d erivato  d alle LD L, è anche in g rad o  d i attivare l’enzim a esterificante il 
colestero lo  (A C A T) pro vved end o  all’im m ag azzinam ento  d el co lestero lo  in eccesso  nel cito plasm a (G o ld stein 
et al., 1974), e deprimendo la sintesi di LDLr, a livello trascrizionale (Brown et al., 1975; Russell et al., 
1 9 8 3 ). D urante l’invecchiam ento , si è o sservato, nel ratto un accumulo di colesterolo nel sangue e un 
aum ento  d ella sua sintesi nel feg ato , co rrelato  co n un’alterata reg o lazio ne d ell’attività d ell’H M G -CoA 
reduttasi (Marino et al., 2002). 
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Figura 8: Effetti regolatori del colesterolo nella cellula. 
 
 
1 .2 .3 . L’IPER C O LES TER O LEM IA  
L’invecchiam ento , co m e d escritto  preced entem ente, è caratterizzato  d a num ero si cam biam enti 
metabolici responsabili del declino di alcune funzioni e della comparsa di malattie età-correlate. Tra queste, 
l’iperco lestero lem ia, ritenuta il fattore di rischio principale di aterosclerosi e malattie cardiovascolari, è la 
maggiormente studiata (Pallottini et al., 2004). 
È risaputo che alti livelli plasmatici di colesterolo, associato in particolare a LDL, si correlano ad un 
aumentato rischio di aterosclerosi e malattia coronarica (Steinberg , 1988; Levine et al.,1995). I livelli di 
co lestero lo  to tale e d i LD L aum entano  co n l’età (H eiss et al., 1 9 8 0 ; A bbo tt et al., 1 9 8 3 ), co m e anche 
l’incid enza d i m alattie card io vasco lari (C astelli et a l., 1989). 
I m eccanism i respo nsabili d ell’iperco lestero lem ia senile no n so no  stati anco ra chiariti. 
L’iperco lestero lem ia può  essere la co nseg uenza d i d eficit a carico  d i un sing o lo  g ene, d i alterazio ni 
poligeniche e di effetti secondari di altre condizioni patologiche ( ad es. ipotiroidismo, patologia ostruttiva 
epatica, sindrome nefrosica, anoressia nervosa) (Goldenstein J.L. et al., 2001).  
L’iperco lestero lem ia fam iliare, m alattia a trasm issio ne auto so m ica co d o m inante, è asso ciata ad  una 
mutazione del gene che codifica il recettore delle LDL, localizzato sul braccio corto del cromosoma 19. Nelle 
fo rm e o m o zig o ti d i iperco lestero lem ia fam iliare (tipo  II) c’è l’ind icazio ne per il trapianto  d i feg ato . Per i 
pazienti eterozigoti, che hanno una più limitata alterazione dei livelli di colesterolo, sono previsti due tipi di 
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terapia: la stimolazione della degradazione del colesterolo per inibizione del riassorbimento intestinale degli 
acidi biliari (in q uanto  principali d erivati d el co lestero lo ), no nché l’inibizio ne  della sintesi de novo del 
co lestero lo  m ed iante l’uso  d i inibito ri della HMG-CoA-reduttasi. Il meccanismo di inibizione da parte della 
mevinolina (lovastatina), un inibitore competitivo della reduttasi, illustra il principio del mimetismo molecolare: 
per la sua somiglianza strutturale con il substrato endogeno HMG-CoA, la mevinolina viene riconosciuta dalla 
reduttasi, ma non potendo essere trasformata paralizza il centro  attivo  d ell’enzim a. 
L’iperco lestero lem ia po lig enica è una m alattia ad  ezio lo g ia m ultifattoriale, causata da fattori ambientali 
(dieta ad alto contenuto di acidi grassi saturi e inattività fisica) che agiscono in presenza di fattori genetici 
predisponenti; i deficit genetici riguardano probabilmente i meccanismi di feed-back, compromettendo così la 
capacità d ell’o rg anism o  d i co m pensare ad eg uatam ente l’eccesso  lipid ico  d ella d ieta. Ino ltre, q uand o  un 
eccesso di colesterolo alimentare raggiunge il fegato, gli elevati livelli di colesterolo intracellulare sopprimono 
la sintesi dei recettori LDL epatici e la conseguente riduzione della captazione delle LDL circolanti causa 
l’aum ento  d ella co lestero lem ia. La terapia preved e co m e intervento  iniziale ed  im prescind ibile una d ieta a 
basso contenuto di acidi grassi saturi e di colesterolo, affiancata da una regolare attività fisica. I farmaci 
ind icati per il trattam ento  co m prend o no : inibito ri d ell’H M G -CoA reduttasi, quali le statine (che inibiscono la 
tappa lim itante d ella bio sintesi epatica d el co lestero lo , d eterm inand o  un aum ento  d ei recetto ri d ell’LD L negli 
epatociti), resine leganti gli acidi biliari (che interferiscono con il riassorbimento degli acidi biliari 
nell’intestino , d eterm inand o  un aum ento  co m pensato rio  d ella sintesi d eg li acid i biliari e una so vrareg o lazio ne 
dei recettori per le LDL negli epato citi), d erivati d ell’acid o  fibrico  (che inibisco no  la sintesi e stim o lano  il 
catabolismo delle VLDL, con il risultato di una notevole riduzione della trigliceremia e di una aminore 
diminuzione della colesterolemia), olio di pesce (gli acidi grassi omega-3 in dosi elevate sono in grado di 
ridurre i livelli di trgliceridi). (Ginsberg Henry N. et al., 2001) 
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1.2.4. HMG-CoA REDUTTASI  
 
1 .2 .4 .1 . S TR U TTU R A  E FU N ZIO N E D ELL’H M G -CoA REDUTTASI  
La 3-idrossi-3-metilglutaril coenzima A reduttasi (HMG-CoA reduttasi) è un enzima di membrana 
lo calizzato  nel retico lo  end o plasm atico  liscio  (B ucher et al., 1 9 6 0 ); in partico lare, l’enzim a catalizza la 
reazio ne d i rid uzio ne d ell’H M G -CoA in mevalonato, utilizzando due molecole di NADPH (figura 6); il mevalonato 
è un composto intermedio nella sintesi degli steroli e composti isoprenoidi (Istvan et al., 2000). 
 
 
 
 
 
Fig ura 9 : B io sintesi d el co lestero lo . (Im m ag ine m o d ificata d a “Ericsso n and  D allner, 1 9 9 3 ) 
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L’H M G -CoA reduttasi umana è costituita da una singola catena polipeptidica di 888 aminoacidi ed ha 
un peso molecolare pari a 97 KDa (figura 7); tal enzima è formato da un dominio N-terminale (circa 339 
aminoacidi) che comprende otto eliche transmembrana, un dominio C-terminale situato a livello citoplasmatico 
e dotato di attività catalitica (residui 460-888), ed una regione di connessione delle due estremità (residui 
340-359) (Istvan and Deisenhofer, 2000; Roitelman et al., 1992). 
 
 
     
 
Figura 10: modello proposto per la possibile struttura e orientamento della porzione transmembrana 
d ell’H M G -CoA reduttasi (Roitelman et al., 1992) 
 
Il dominio N-term inale, o ltre ad  anco rare l’enzim a alla m em brana d el retico lo  end o plasm atico , co ntiene 
un segmento di 167 residui chiamato SSD (sterol sensing domain) che possiede circa il 25% di identità con 
regioni di membrana di altre proteine che sono influenzate dal colesterolo (Brown and Goldstein, 1999); tale 
d o m inio  è respo nsabile d ell’aum entata d eg rad azio ne d ell’enzim a in rispo sta ad  un increm ento  della 
concentrazione di ossisteroli (Gil et al., 1985, Kumagai et al., 1995; McGee et al., 1996).      
La struttura d ella po rzio ne catalitica d ell’H M G -CoA reduttasi è stata ben descritta (Istvan et al., 
2 0 0 0 ); l’enzim a fo rm a un tetram ero  in cui o g ni m o no m e ro  si avvo lg e into rno  all’altro  in m aniera co m plessa. 
Membrana del 
RE 
Citoplasma 
Lume 
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Ogni monomero è arrangiato in due dimeri (chiamati 1 e 2), ognuno dei quali contiene 2 siti attivi; i residui di 
entrambi i monomeri (definiti  e ) partecipano alla formazione dei siti attivi. 
Ogni monomero presenta una struttura caratteristica comprendente tre domini: un dominio ad elica N-
terminale (N-domain), un dominio più grande (Large domain o L-domain) dove risiede il sito di legame per 
l’H M G -CoA ed un dominio più piccolo (Small domain o S-domain) che è inserito nel L-domain e lega NADPH; 
S- e L-domain sono connessi da una regione (residui 682-694), definita cis-loop, importante nello 
stabilizzare il leg am e co n l’H M G -CoA. 
L’esistenza d i g rand i reg io ni d i co ntatto  tra m o no m eri e la presenza d i res idui aminoacidici sulle 
interfacce, tipici delle interazioni proteina-pro teina, fanno  ipo tizzare che anche in “ in vivo” po ssa esistere tale 
arrangiamento tetramerico del sito catalitico (Istvan and Deisenhofer, 2000).  
L’H M G -CoA reduttasi, sebbene presente in tutti i tessuti, è maggiormente espressa nel fegato, 
organo principale nella regolazione dei livelli di colesterolo (Dietschy et al., 1993; Ness and Chambers, 
2000). 
 
 
1 .2 .4 .2 . R EG O LA ZIO N E D ELL’H M G -CoA REDUTTASI 
L’H M G -CoA reduttasi è un ottimo esempio di come una proteina possa venir regolata a diversi livelli; 
la strao rd inaria reg o lazio ne d ell’enzim a è necessaria per il m antenim ento  d ei livelli d eg li stero li in m o d o  d a 
im ped ire un’eccessiva pro d uzio ne d i co lestero lo  e d i tutti q uei suo i precurso ri to ss ici per la cellula (Goldstein 
and Brown, 1990). I meccanismi di regolazione coinvolgono il sito catalitico, la trascrizione e traduzione e la 
d eg rad azio ne d ell’enzim a.   
 
1 .2 .4 .2 .1 . R eg o lazio ne d ell’attività catalitica  
L’efficienza d el sito  catalitico  è regolata da meccanismi posttraduzionali che implicano la fosforilazione 
e defosforilazione; Beg ed il suo gruppo di ricerca (1973) sono stati i primi ad ipotizzare tale meccanismo 
o sservand o  che l’incubazio ne co n M g +2, A TP e cito so l inibiva l’attività enzim atica. 
La fo sfo rilazio ne d ell’enzim a è m ed iata d alla pro tein chinasi A M P -attivata (AMPK) che aggiunge un 
gruppo fosfato alla serina 871 inattivandolo (Ingebritsen, 1983; Parker et al., 1989; Clarke and Hardie, 
1 9 9 0 ; H ard ie, 1 9 9 2 ; O m kum ar et al., 1 9 9 4 ). L’A MPK è un eterotrimero costituito da una subunità catalitica 
 40 
() e da due subunità non catalitiche ( e ) (Mitchelhill et al., 1994; Dyck et al., 1996; Stapleton et al., 
1 9 9 6 ). Tale enzim a è im po rtante per la rispo sta a stress m etabo lici: l’attivazio ne d ell’A M PK , d eterm inata d a 
un increm ento  cellulare d ell’A M P, pro vo ca rapid i cam biam enti nella velo cità d i traspo rto  d el g luco sio , 
nell’o ssid azio ne d eg li acid i g rassi, nella lipo g enesi, nella sintesi d eg li stero li e nella g luco neo g enesi, che 
hanno lo scopo di mantenere co ncentrazio ne d i A TP (H ard ie et al., 1 9 9 7 ). Per l’attivazio ne d ella pro tein 
chinasi è necessaria la fosforilazione di un residuo di treonina da parte di una o più AMPKK. 
La fo rm a d efo sfo rilata d ell’H M G -CoA reduttasi risulta essere quella attiva; è dovuta principalmente 
all’azio ne d ella pro tein fo sfatasi-2A (PP2A) (Ching et al., 1997; Gaussin et al., 1997). 
La PP2A fa parte della famiglia delle protein fosfatasi fosfoserina/treonina, proteine presenti in tutte 
le cellule eucariotiche, in cui svolgono un ruolo cruciale nella regolazione di un ampio spettro di funzioni 
cellulari tra cui il ciclo  cellulare, la trad uzio ne d el seg nale e l’apo pto si (W era and  H em m ig s, 1 9 9 5 ; Lechw ard  
et al., 2001). 
 
1.2.4.2.2. Regolazione trascrizionale   
I livelli di mRNA d ell’H M G -CoA reduttasi possono subire delle variazioni in funzione degli incrementi o 
d elle rid uzio ni d el co lestero lo  all’interno  d ella cellula; tali effetti so no  m ed iati d all’attività d elle S R EB P (stero l 
regulatory element binding proteins). Queste proteine appartengono alla famiglia dei fattori trascrizionali 
bHLH-LZ (basic-helix-loop-helix-leucine zipper) e sono sintetizzati come precursori inattivi di 1150 aminoacidi 
associati alla membrana del reticolo endoplasmatico (Hua et al., 1995). Le cellule di mammifero producono 
tre isoforme chiamate SREBP-1a, SREBP-1c, prodotte dallo stesso gene, e SREBP-2 (Brown and Goldstein, 
1997). 
Le SREBP sono organizzate in tre domini: un dominio N-terminale di circa 480 aminoacidi che 
contiene la regione di transattivazione e quella bHLH-LZ necessaria per il legame al DNA e la dimerizzazione; 
d ue reg io ni transm em brana interro tte d a un’ansa che si pro ietta nel lum e d el retico lo ; infine, un d o m inio  
regolatorio C-terminale di circa 590 residui (Eberlè et al., 2004; Goldstein et al., 2006). 
Le SREBP, quando sono localizzate nel reticolo endoplasmatico, formano un complesso con la 
proteina Scap (SREBP cleavage activating protein), costituita da un dominio transmembranario N-terminale 
dotato di otto eliche e contenente un dominio SSD (eliche 2-6), e da un dominio C-terminale (Nohturfft et 
al., 1998). 
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In assenza di colesterolo, Scap media il passaggio del complesso SCAP/SREBP dal reticolo 
end o plasm atico  all’apparato  d el G o lg i attraverso  l’interazio ne co n pro teine vescico lari (pro teine COPII) 
(N o hturfft et al., 2 0 0 0 ; Espenshad e et al., 2 0 0 2 ; S un et al., 2 0 0 5 ). U na vo lta rag g iunto  l’apparato  d el 
Golgi, due distinte proteasi, S1P e S2P (site 1 protease, site 2 protease), tagliano in modo sequenziale 
SREBP rilasciando nel citoplasma la regione N-terminale (nSREBP, nuclear SREBP) (Wang et al., 1994; Sakai 
et al., 1998); successivamente la nSREBP raggiunge il nucleo dove si legherà a sequenze specifiche sul DNA 
(SRE, sterol regulatory element, box-E) favo rend o  l’espressio ne d i g eni bersag lio importanti nella sintesi del 
colesterolo e degli acidi grassi, tra cui HMG-CoA reduttasi ed il recettore per le LDL (Eberlè et al., 2004). 
In seguito ad incrementi del colesterolo nella cellula, il legame tra lo SSD di Scap e lo sterolo induce 
un cambiamento conformazionale della proteina causando due eventi: il blocco del trasporto nel Golgi del 
co m plesso  ed  il leg am e co n un’altra pro teina d i m em brana chiam ata Insig  (insulin ind uced  g ene), la q uale 
favorisce la ritenzione del complesso Scap/SREBP nel retico lo  (fig ura 8 ). N ell’uo m o  esisto no  d ue fo rm e d elle 
proteine Insig (Insig-1 e Insig-2), entrambe in grado di legare Scap; sembra che le Insig aumentino la risposta 
al co lestero lo  favo rend o  il leg am e d i q uest’ultim o  co n S cap (G o ld stein et al., 2 0 0 6 ). Le proteine Insig 
svo lg o no  un’ulterio re funzio ne nella reg o lazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi, ossia quella di favorire la sua 
degradazione in seguito ad aumenti di steroli nella cellula.   
 
 
Figura 11: Regolazione del trasporto di SREBP/Scap mediata da Insig (immagine modificata da Goldstein et 
al., 2006) 
 colesterolo Trasporto al Golgi 
Lume del RE 
Lume del RE 
 colesterolo No trasporto al Golgi 
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1.2.4.2.3. Regolazione della degradazione 
Il livello  pro teico  d ell’H M G -CoA reduttasi può essere determinato anche da variazioni della sua 
d eg rad azio ne. N elle cellule prive d i stero li, l’enzim a viene d eg rad ato  m o lto  lentam ente co n un’em ivita 
superiore alle 12 ore; quando gli steroli o altri isoprenoidi si accumulano, la degradazione risulta accelerata 
co n una rid uzio ne d ell’em ivita inferio re ad  un’o ra (G o ld stein et al., 2 0 0 6 ). Essend o  una pro teina d el reticolo 
endoplasmatico, la reduttasi viene degradata secondo il meccanismo ubiquitina-mediato, definito ERAD 
(endoplasmic reticulum-associated protein degradation) (Meusser et al., 2005). 
Il meccanismo della degradazione sterolo-d ipend ente d ell’H M G -CoA reduttasi è mediato dalle 
proteine Insig (Sever et al., 2003b) (figura 9); studi effettuati in vitro hanno mostrato che il lanosterolo, un 
precursore del colesterolo, è un potente induttore della degradazione (Song et al., 2005). Quando il 
lanosterolo si accumula nelle membrane del reticolo endoplasmatico, sia Insig-1 che Insig-2 possono legarsi 
all’H M G -CoA reduttasi attraverso lo SSD, in corrispondenza della sequenza YIYF; questo legame favorisce 
l’ubiq uitinazio ne d ell’enzim a a livello  d i resid ui d i lisina (8 9  e  248), esposti sul lato citosolico e 
immediatamente adiacenti alle eliche transmembrana 3 e 7 (Sever et al., 2003). La completa estrazione dal 
retico lo  e d eg rad azio ne d ell’enzim a ubiq uitinato  richied e la presenza d i iso preno id i no n -sterolici derivati dal 
mevalonato (per esempio, geranilgeraniolo) (Goldstein and Brown, 1990; Sever et al., 2003): se la via del 
mevalonato viene bloccata da un inibitore della reduttasi, quale la compactina, il lanosterolo induce 
l’ubiq uitinazio ne d ell’enzim a m a la sua estrazio ne dal reticolo non avviene rapidamente fino a che non venga 
aggiunto mevalonato oppure geranilgeraniolo, un isoprenoide con 20 atomi di carbonio (Sever et al., 2003a).  
Il lanosterolo ed il colesterolo non sono le sole molecole in grado di stimolare la degradazione 
d ell’enzim a: è stato  d escritto  che anche g li o ssistero li, stero li resi più id ro filici g razie alla presenza d i g ruppi 
id ro ssilici alle po sizio ni 2 4 , 2 5  o  2 7 , po sso no  essere d eg li ind utto ri. L’ag g iunta d el 2 5 -idrossicolesterolo a 
cellule in coltura causa sia il legame di Insig sia con Scap (Adams et al., 2004) che con la reduttasi (Sever et 
al., 2003b) avviando i vari meccanismi regolatori.    
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Fig ura 1 2 : S chem a d ella d eg rad azio ne d ell’H M G -CoA reduttasi mediata da Insig (immagine modificata da 
Goldstein et al., 2006) 
 
Q uind i le pro teine Insig  svo lg o no  un d uplice ruo lo  nella reg o lazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi: da una 
parte causano  ind irettam ente la rid uzio ne d ella sua trascrizio ne im ped end o  il traspo rto  all’apparato  d el G o lg i 
del complesso S cap/S R EB P, d all’altra stim o lano  d irettam ente la sua ubiq uitinazio ne e d eg rad azio ne. 
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1.2.4.2.4. Regolazione ormonale  
D iversi o rm o ni so no  co invo lti nella m o d ulazio ne d ell’espressio ne g enica d ell’H M G -CoA reduttasi 
epatica; tra questi si possono ricordare: l’insulina, il g lucag o ne, g li o rm o ni tiro id ei, i g luco co rtico id i e g li 
estrogeni (Ness and Chambers, 2000).   
L’insulina sem bra aum entare rapid am ente l’attività d ella red uttasi: è stato  o sservato  che ratti d iabetici 
trattati con insulina avevano, dopo due o re d al trattam ento , un increm ento  d i 1 0  vo lte d ell’attività d ell’enzim a 
causato da eventi post-traduzionali, quali alterazioni del grado di fosforilazione o dello stato redox dei gruppi 
tio lici presenti sull’enzim a (Ing ebritsen et al., 1 9 7 9 ; B eg  et al., 1980; Hennerbeg and Rodwell, 1981). 
L’aum ento  d ello  stato  d i attivazio ne d ella red uttasi, in seg uito  alla so m m inistrazio ne d i insulina, è stato  
osservato anche in epatociti isolati di ratto (Leoni et al., 1985). Altri studi, invece, hanno dimostrato che 
ratti resi diabetici in seguito alla somministrazione di streptozotocina, un agente particolarmente tossico per 
le cellule b del pancreas, mostravano, entro 18 ore, una riduzione del 12% rispetto al controllo dei livelli di 
mRNA della reduttasi nel fegato; la so m m inistrazio ne d i insulina in tali ratti ripo rtava tali alla no rm a entro  un’o ra 
(Ness et al., 1994a; Ness et al., 1994b).  
L’effetto  trascrizio nale d ell’insulina sull’H M G -CoA reduttasi non sembra essere del tutto chiarito; 
come è stato descritto in preced enza, l’espressio ne d ella pro teina Insig -1, responsabile della repressione 
trascrizio nale e d ella d eg rad azio ne d ella red uttasi, è influenzata d alla presenza d ell’o rm o ne pancreatico : 
l’insulina, infatti, stim o land o  la trascrizio ne d i S R EB P -1c, favorisce ind irettam ente l’espressio ne d i Insig -1 
(Goldstein et al., 2006) mentre deprime la trascrizione di Insig-2 (Shimomura et al., 1999). In particolare, la 
sovraespressione di Insig-1 nel fegato di topi transgenici porta ad una inibizione del processamento di 
SREBP (Engelking et al., 2004). È stato ipotizzato che, normalmente, SREBP1-c continui ad essere 
pro cessato , d ato  che l’insulina d eprim e la trascrizio ne d i Insig -2 e la quantità residua di Insig-1 potrebbe 
risultare insufficiente nel bloccare il processamento di SREBP-1c, con il risultato di stimolare la trascrizione 
d ell’H M G -CoA reduttasi (Yabe et al., 2003). Occorreranno ulteriori approfondimenti per poter chiarire 
l’effetto  svo lto  d all’insulina sulla m o d ulazio ne d ella red uttasi e d ei fatto ri trascrizio nali coinvolti nella sua 
regolazione.    
 Il g lucag o ne m o stra effetti m o lto  d iversi d a q uelli ind o tti d all’insulina: l’o rm o ne sem bra rid urre 
l’attivazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi, aumentandone il grado di fosforilazione, in epatociti isolati di ratto 
(Leoni et al., 1985). Oltre a ciò, la somministrazione di glucagone in ratti diabetici trattati con insulina blocca 
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il previsto  aum ento  d ell’attività enzim atica; tale effetto  è suppo rtato  d a una rid uzio ne d ei livelli pro teici e d i 
mRNA della reduttasi (Ness et al., 1994b). 
 L’o rm o ne tiro id eo  (L-triiodiotironina, T3) esercita una no tevo le influenza sull’H M G -CoA 
reduttasi: la sua somministrazione in topi ipofisectomizzati (ormone-deficienti) causa un aumento di oltre 30 
vo lte nell’attività d ell’enzim a (N ess et al., 1973; Sample et al., 1987; Simonet and Ness, 1988); tale 
effetto è associato ad un aumento parallelo dei livelli e della stabilità di mRNA (da 2.5 a 15 ore) nonché quelli 
della proteina (Sample et al., 1987).           
 Al contrario, i glucocorticoidi sembrano  inibire l’effetto  d ell’o rm o ne tiro id eo  (S im o net and  
N ess, 1 9 8 9 ): tali o rm o ni sem brano  ag ire attraverso  una d estabilizzazio ne d ell’m R N A  d ella red uttasi la cui 
emivita si riduce da 13.5 a 2.5 ore. 
G li estro g eni svo lg o no  un ruo lo  im po rtante nell’o m eo stasi del colesterolo: il loro effetto sembra 
essere q uello  d i aum entare l’attività d ell’H M G -CoA reduttasi (Carlson et al., 1980). Infatti, è stato osservato 
che ratti fem m ine esprim o no  un’attività enzim atica 2 -3 volte superiore rispetto a ratti maschi durante il ciclo 
diurno (Carlson et al., 1978); inoltre, tali livelli, ridotti in topi gonadectomizzati, vengono ristabiliti in seguito 
a somministrazione del 17-estradiolo (Carlson et al., 1980).  Al contrario, studi recenti eseguiti su cellule 
tumorali umane del colon (DLD-1) hanno dimostrato come il 17-estradiolo induca una riduzione dei livelli della 
pro teina e d ell’attività d ella red uttasi senza m o d ificarne  l’espressio ne; ciò  sem brerebbe essere co rrelato  co n 
l’effetto  anti-proliferativo degli estrogeni (Messa et al., 2005).  
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1.3. ACIDI GRASSI POLIINSATURI DELLA SERIE OMEGA 3 
1.3.1. STRUTTURA E CLASSIFICAZIONE  
Gli acidi grassi omega 3 sono una fam ig lia d i acid i g rassi essenziali: il term ine “essenziali” ind ica che 
d evo no  essere assunti co n la d ieta, in q uanto  ind ispensabili all’o rg anism o , m a no n po sso no  essere d a q uesto  
sintetizzati (Streyer, Principi di biochimica). 
Gli acidi grassi sono costituiti da una catena idrocarburica con un gruppo metilico idrofobico ad una 
estrem ità ed  un g ruppo  carbo ssilico  id ro filico  all’altra. C i si riferisce all’estrem ità m etil-terminale anche come 
estrem ità o m eg a, m entre il g ruppo  carbo ssilico  si tro va all’estrem ità delta. Gli acidi grassi sono descritti 
usando il sistema numerico omega. In questo sistema gli atomi di carbonio sono numerati in ordine, partendo 
d all’estrem ità m etil-terminale. La lunghezza della catena carboniosa con la locazione ed il numero dei doppi 
legami determina le proprietà dei diversi acidi grassi. Un acido grasso può essere saturo (nessun doppio 
legame), monoinsaturo (un doppio legame), o poliinsaturo ( due o più doppi legami). 
Gli omega 3 sono acidi grassi poliinsaturi (PUFAs). I PUFAs possono essere divisi in due categorie: 
acidi grassi -3 (o omega 3 o n-3) ed acidi grassi -6 (o omega 6 o n-6). Gli acidi grassi -3 presentano il 
loro primo doppio legame al terzo atomo di carbonio (C-3), mentre gli -6 presentano il loro primo doppio 
legame al C-6. (Harper C.R. et al., 2003) 
Quando furono scoperti quali nutrienti essenziali nel 1923, gli acidi grassi poliinsaturi furono 
denominati come vitamina F. Successivamente però, nel 1930, Burr e Miller mostrarono che essi erano 
meglio classificati come acidi piuttosto che come vitamine. (Burr G.O. et al.,1930)  
Acidi grassi -3 includono: 
 l’acid o  -linolenico (ALA) 18:3, 
 l’acid o  eico sapentaeno ico  (EPA ) 2 0 :5 , 
 l’acid o  d o co saesaeno ico  (D H A ) 2 2 :6 . 
Questi tre poliinsaturi presentano rispettivamente 3, 5 e 6 doppi legami in una catena carboniosa di 
18, 20 e 22 atomi di carbonio. Tutti i doppi legami sono nella configurazione cis. 
 
 
 
 
 47 
 
Figura 13: Struttura di acidi grassi polinsaturi della serie omega 3 ed oomega 6.  
 
1.3.2. FONTI 
Q uasi tutti g li acid i po liinsaturi nella d ieta um ana d erivano  d all’EPA . 
Alcune delle fonti alimentari di acidi grassi -3 ed -6 sono: 
 Pesce  
La fo nte m ag g io rm ente d ispo nibile d i EPA  e D H A  è l’o lio  d i pesce d ’acq ua fred d a co m e il salm o ne 
selvatico , l’aring a, lo  sg o m bro , le acciug he e le sard ine. L’o lio  o ttenuto  d a q uesti pesci ha in co ntenuto  d i -
3 e di -6 circa sette volte maggiore di quello delle altre fonti alimentari. Anche altri oli di pesce, come 
quello di tonno, contengono -3, ma in quantità minori. 
Il pesce è fonte alimentare di acidi grassi -3, ma non li sintetizza: li ottiene dalle alghe nella dieta. 
Per questa rag io ne, c’è spesso  una d ifferenza sig nificativa tra le co ncentrazio ni d i EPA  e D H A  nei i pesci 
d ’allevam ento  e nei pesci che vivo no  in am biente naturale.   
 Semi di lino 
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Il lino ed il suo olio sono la fonte botanica di -3  m ag g io rm ente d ispo nibile. L’o lio di lino è costituito 
per circa il 55% da ALA (acido -linolenico). Fonti vegetali di -3 non contengono acido 
eicosapentaenoico e acido docosaesaenoico. Si pensa che questa sia la ragione per cui fonti animali 
sono migliori di fonti vegetali. (Vegetarian Society) 
 Uova 
Le uova prodotte da polli alimentati con dieta di verdure ed insetti posseggono livelli più alti di acidi 
grassi -3 rispetto ai polli alimentati con mais e soia. 
 Altre fonti 
La carne di animali da pascolo presenta una quantità di -3 maggiore rispetto a quella di animali 
alimentati con grano. Anche latte e formaggio ottenuto da mucche al pascolo sono buone fonti di -
3. Le microalghe Crypthecodinium cohnii e Schizochytrium sono fonti ricche di DHA e possono essere 
prodotti commercialmente in bio reatto ri. L’o lio  d i alg a m arro ne è una fo nte d i EPA . (W ater4 Life) 
Una recente tendenza ad arricchire il cibo con omega 3  è stata vista con compagnie 
alim entari g lo bali che pro po ng o no  pane, pizza, yo g urt, succo  d ’arancia, pasta per bam bini e latte, 
arricchiti di omega 3.  
 
1.3.3. EFFETTI DELLA DIETA CON OLIO DI PESCE 
Gli acidi grassi essenziali giocano un ruolo in diversi processi metabolici.  
Bassi livelli di acidi grassi essenziali, o disequilibrio fra i diversi tipi di acidi grassi essenziali, 
potrebbero essere un fattore in numerose malattie. 
Studi epidemiologici hanno dimostrato che il contenuto di acidi grassi poliinsaturi della dieta 
ha effetti importanti sulla salute. Popolazioni che consumano grandi quantità di pesce o che utilizzano 
olio di pesce a sco po  alim entare m o strano  un’incid enza d i m alattie card io vasco lari partico larm ente 
bassa (Bang H.O. et al.,1976; Kroumout D., 1989; Kinsella J.E. et al., 1990).  
L’o lio  d i pesce, ricco  d i acid i g rassi po liinsaturi d ella serie o m eg a 3 , ha un co ntenuto  di 
acid o  eico sapentaeno ico  (EPA ) 2 0 :5  e l’acid o  d o co saesaeno ico  (D H A ) 2 2 :6  partico larm ente elevati. 
L’ing estio ne d i o lio  d i pesce po trebbe prevenire lo  sviluppo  d i atero sclero si (H o o per L., et 
al., 2 0 0 1 ; A ng erer P. and  vo n S chacky C ., 2 0 0 0 ). L’effetto  d ei PUFA -3 è quello di abbassare le 
concentrazioni plasmatiche di triacilgliceroli e lipoproteine, sia in soggetti normali che in 
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ipertrigliceridemici. Si ritiene che i PUFAs esercitino i loro effetti sopprimendo la produzione epatica 
di triacilgliceroli e VLDL (H arris W .S . 1 9 8 9 ; N estel P.J. 1 9 9 0 ), aum entand o  l’o ssid azio ne e 
diminuendo la sintesi degli acidi grassi (Clarke, S.D. 2001). Al contrario, la dieta ricca di PUFAs -3  
avrebbe effetti sui livelli di colesterolo totale e colesterolo LDL, in funzione di diversi fattori, in 
partico lare d el co ntenuto  d i acid i g rassi saturi ed  insaturi, che livelli d ell’iperlipid em ia (H arris W .S . 
1989; Nestel P.J. 1990). 
Tra le attività biologiche di questi acidi grassi vengono ricordati gli effetti positivi sulla 
circolazione d elle lipo pro teine, sull’attività piastrinica, sulle funzio ni d elle cellule end o teliali, d ei 
neutrofili e dei monociti oltre che sulle condizioni dei vasi e sulla pressione sanguigna (Buttriss J., 
1 9 9 9 ).  Il m eccanism o  d ’azio ne d i q uesti acid i g rassi no n è  del tutto conosciuto ma è provata 
l’influenza sul g rad o  d i insaturazio ne d ei fo sfo lipid i d i m em brana (e q uind i sulla fluid ità e sulle funzio ni 
della membrana stessa) e sulla regolazione di eventi molecolari, a livello del metabolismo lipidico. 
Un tempo si pensava che EPA e DHA avessero simili proprietà, ma ricerche più recenti hanno 
dimostrato che gli effetti dei due acidi grassi sulla concentrazione e composizione dei lipidi di 
membrana sono diversi (Leigh-Firbank E. et al., 2002). 
Oltre agli effetti protettivi co ntro  l’atero sclero si la so m m inistrazio ne d i o m eg a 3  avrebbe 
effetto anche a livello intestinale, ed in particolare sullo sviluppo del cancro (Davidson M.H. et al., 
2004). 
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1.4. FARMACI ANTILIPOLITICI  
Vi è una considerevole evidenza sperimentale e clinica che elevati livelli di acidi grassi liberi 
circo lanti (FFA s) g io chino  un ruo lo  im po rtante nella pato g enesi d ella resistenza all’insulina e d el 
diabete (Chen Y.D. et al., 1987; Reaven G.M., 1995; Roden M. et al., 1996; Boden G., 2001; 
Bays H. et al., 2004). 
L’aum ento  d ella m assa ad ipo sa tessutale e d i ad ipo citi d i d im ensio ne cellulare so no  asso ciate 
ad  elevati co ntenuti d i FFA s nel sang ue. A d ipo citi ing rand iti d iventano  resistenti all’azio ne antilipo litica 
d ell’insulina e rilasciano  aum entati livelli di FFA nella circolazione; di conseguenza, tessuti non adiposi 
vengono esposti ad elevati livelli plasmatici di FFA. (Reaven G.M., 1995; Boden G., 2001; Bays H. 
et al., 2004) Ciò comporta un  aumentato deposito di trigliceridi in tessuti periferici quali il muscolo 
scheletrico , il feg ato , il pancreas ed  il cuo re, rend end o  q uesti o rg ani resistenti all’azio ne d ell’insulina 
(Sako Y. and Grill V.E., 1990; Roden M. et al., 1996; Itani S.I. et al., 2002; Boden G. et al., 
2005). 
Inoltre, poiché gli FFA  so no  centrali nello  sviluppo  d ella resistenza all’insulina e d elle 
anormalità lipidiche del diabete, la riduzione di livelli elevati di FFA sono un obiettivo nel trattamento 
d ella resistenza d ell’insulina e d iabetico  d i tipo  2 . 
 Nonostante la chiara evidenza che gli FFA giocano un ruolo nella resistenza insulinica e nel 
d iabete, so no  po chi g li inibito ri d i lipo lisi d ispo nibili per uso  clinico  o  sperim entale: l’acid o  nico tinico  
ed il suo analogo Acipimox sono gli unici farmaci antilipolitici ben caratterizzati utilizzati oggi per il 
trattamento della dislipidemia (Carlson L.A., 2005; Vega G.L. et al., 2005).    
 
1.4.1. 3,5DIMETILPIRAZOLO (DMP) 
Figura 14: Struttura del 3,5dimetilpirazolo. (Gerritsen G.C. et al., 1965) 
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Il 3,5dimetilpirazolo (U-6245) è un composto che presenta una marcata influenza sia sul 
metabolismo dei carboidrati che su quello lipidico (Gerritsen G.C. et al., 1965). Gerritsen G.C. ed il 
suo gruppo di ricerca hanno dimostrato che il DMP è un composto ipoglicemico che ha anche un 
marcato effetto  sug li acid i g rassi liberi plasm atici. N o no stante il suo  m eccanism o  d ’azio ne no n sia 
stato ancora compreso, fu dimostrato che esso era diverso da quello insulinico. (Gerritsen G.C. et 
al., 1965) 
È stato dimostrato, ormai da tempo, che un vario gruppo di composti è capace di ridurre i 
livelli plasmatici di lipidi in molte specie animali ed negli uomini (Bencze W.L. et al., 1969); tra questi 
risultano  i farm aci antilipo litici q uali il 3 ,5 d im etilpirazo lo  e l’A cipim o x.  
I farmaci lipido-riducenti possono essere classificati in agenti che possono essere assorbiti 
ed in composti che non possono essere assorbiti, agendo nel lume gastrointestinale. I farmaci che 
veng o no  asso rbiti rid uco no  le V LD L plasm atiche ed /o  le LD L attraverso  vari m eccanism i. L’acid o  
nicotinico  e l’A cipim o x, che rientrano  in q uesta classe d i farm aci, interferisco no  co n la bio sintesi d elle 
LD L e po sso no  aum entare la “clearance” d i V LD L/LD L. (S irto ri C .R . et al., 1 9 9 1 )  
Il m eccanism o  respo nsabile d ell’effetto  ipo lipid em ico  d el farm aco  A cipim ox è stato studiato 
nel ratto , ed  è stato  d im o strato  che l’effetto  triacilg licero l-riducente è accompagnato da una 
riduzione marcata nei livelli di acidi grassi liberi (FFAs) nel plasma (al-Shurbaji A. et al., 1990). Il 
meccanismo è associato con la presenza di recettori antilipolitici in diversi organi (Langin D., 2006) . 
G li effetti d ell’A cipim o x so no  in rappo rto  alla d urata ed  all’intensità d el trattam ento  (Fucella L.M . et 
al., 1980).  
Iniezioni del farmaco antilipolitico DMP possono indurre la macroautofagia nelle cellule 
epatiche (Bergamini E. et al., 1993) 
  
1 .4 .2 . L’A U TO FA G IA   
L’auto fag ia è un sistem a d i d eg rad azio ne e riciclag g io  presente in tutte le cellule 
eucariotiche, che contribuisce al ricambio ed al ringiovanimento dei costituenti cellulari (proteine 
residenti, citomembrane ed organuli) e genera nutrimento durante i periodi di digiuno, sotto il 
controllo dei livelli aminoacidemici e degli ormoni pancreatici (Wang C.W. et al., 2003). 
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Si riconoscono tre tipologie di autofagia: la macroautofagia, la m icro auto fag ia e l’auto fag ia 
chaperone-mediata (figura 15). 
  
 
Figura 15: Modello schematico dei tipi di autofagia nelle cellule eucariotiche (Cuervo A.M. et al., 2005, 
Review: Autophagy and Aging) 
 
La macroautofagia è un processo regolato da diverse vie di trasmissione del segnale che 
controllano la sintesi delle proteine e la sopravvivenza cellulare (è infatti associata con i programmi di 
proliferazione e di morte cellulare programmata di tipo II non apoptotica) (Petiot A. et al., 2002) 
attraverso  l’azione di diverse chinasi, fosfatasi e guanosina trifosfatasi (Klionsky D.J. et Emr D.D. 
2000). Si tratta del più importante meccanismo di attivazione della proteolisi lisosomiale (Dunn W.A. 
1990). 
La microautofagia, invece, è responsabile essenzialmente del ricambio proteico basale, 
mediato dal riconoscimento di specifiche sequenze segnale da parte di recettori bersaglio sulla 
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membrana lisosomiale (Cuervo A.M. and Dice J.F. 1996). Attraverso questo processo verrebbero 
degradate le proteine a vita breve (Mortimore G.E. et al., 1989). 
L’auto fag ia chapero ne -mediata è un processo attraverso il quale alcune proteine contenenti 
una sequenza amminoacidica riconoscibile vengono rimosse e degradate dai lisosomi (Finn P.F. et al., 
2005). È una forma inducibile di autofagia, ovvero è attivata da differenti forme di stress come la 
restrizione nutrizionale, esposizione ad agenti tossici e stress ossidativo (Majeski A.E. and Dice J.F., 
2 0 0 4 ). L’auto fag ia chapero ne -mediata , anche s emeno importante da un punto di vista prettamente 
q uantitativo  rispetto  alla m acro auto fag ia, è l’unico  tipo  d i auto fag ia selettiva per pro teine cito so liche 
(Massey A.C. et al., 2006). 
 C o n l’invecchiam ento  si presenta un calo  d ella funzio ne m acro auto fag ica (D o nati A . et al., 
2001); questo calo potrebbe determinare un accumulo età dipendente di mitocondri alterati che 
presentano un declino funzionale ed una produzione eccessiva di ROS (Miquel J. et al., 1980). 
L’aum entata pro d uzio ne d ei R O S , o ltre a d anneg g iare d irettam ente i m ito co nd ri, in special modo il 
m tD N A , può  avere effetti sul co m partim ento  liso so m iale ed  ind irettam ente sull’auto fag ia (Lee H .C . and  
W ei Y.H ., 2 0 0 1 ). L’aum ento  d ell’o ssid azio ne d i lipid i e pro teine d ella m em brana liso so m iale, infatti, 
può contribuire: 
 ad un aumento nella fragilità dei lisosomi, 
 ad  una rid o tta fusio ne d ei liso so m i co n i vacuo li auto fag ici d urante l’auto fag ia, 
 una diminuita capacità del substrato proteicodi legare ed entrare nel lisosoma nel caso 
d ell’attivazio ne d ella via auto fag ica chapero ne -mediata (Cuervo A.M. and Dice J.F., 
2000). 
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D urante l’invecchiam ento  nei m am m iferi, ed  in partico lare nell’uo m o , si o sserva freq uentem ente un 
aum ento  d ei livelli d i co lestero lo  plasm atico , o vvero  un’iperco le sterolemia. 
I m eccanism i respo nsabili d ell’iperco lestero lem ia età-correlata non sono stati ancora ben compresi. 
Scopo di questa tesi è, pertanto, quello di approfondire lo studio dei meccanismi 
d ell’iperco lestero lem ia d ell’anziano , valutand o  g li effetti d i due differenti trattamenti sperimentali in grado di 
abbassare i livelli della colesterolemia: 
- somministrazione di diete arricchite di acidi grassi poliinsaturi della specie omega 3 (Ratti albini 
maschi del ceppo Sprague-Dawley sono stati alimentati con una dieta in pellet (Harlan, Italy) 
ad d izio nata co n 1 1 ,5 %  d i o lio  d i pesce (ricco  d i o m eg a 3 ) fino  all’età d i 2 4  m esi a partire 
d all’età d i 2  m esi); 
- somministrazione di un farmaco antilipolitico (DMP) (Ratti albini maschi di 12 mesi del ceppo 
Sprague-Dawley sono stati trattati con somministrazioni intraperitoneali di DMP al termine di un 
giorno di digiuno, con iniezione singola o, in un altro gruppo di animali, ripetuta per 3 volte, 
distanziate fra loro da un giorno di alimentazione libera ad libitum (AL)). 
 
D ato  che l’H M G -C o A  red uttasi catalizza la co nversio ne d ell’H M G -C o A  in m evalo nato  ed  è l’enzim a 
chiave della colesterologenesi, e che le variazioni di colesterolo e di altri isoprenoidi sono generalmente 
co rrelate a variazio ni d i attività d ell’enzim a, co nseguenti a modificazioni della quantità o della regolazione 
d ell’attività, in q uesta tesi abbiam o  stud iato  se sud d etti m o d elli sperim entali fo ssero  in g rad o  d i prevenire le 
alterazio ne d ell’attività H M G -C o A  red uttasica che acco m pag nano  l’iperco lestero lem ia senile. Inoltre, in 
co nsid erazio ne d ell’im po rtanza d ei recetto ri epatici per le LD L nel co ntro llo  d ella co lestero lem ia, è stato  
ind ag ato  anche l’effetto  d ei trattam enti sui livelli d i LD Lr epato citari, to tali e asso ciati alle m em brane. 
D ato  che l’invecchiam ento è associato ad alterazioni del metabolismo dei radicali liberi (ROS) che 
po trebbero  influire sulla funzio nalità d ell’H M G -CoA reduttasi, sono state raccolte anche indicazioni sugli effetti 
dei trattamenti sulla perossidazione. 
 
In conclusione, in questa ricerca sono stati verificati gli effetti di una dieta prolungata arricchita di 
omega 3 e della somministrazione acuta di un farmaco antilipolitico su: 
- i livelli plasmatici di colesterolo totale, HDL e LDL, e trigliceridi, 
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- lo  stato  d i attivazio ne d ell’H M G-CoA reduttasi, 
- i livelli d ell’H M G -CoA reduttasi fosforilato, 
- lo stato di attivazione delle chinasi AMP-dipendenti ed i livelli della PP2A, 
- i recettori LDL, 
- la lipoperossidazione 
epatocitaria. 
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4.1. MATERIALI 
Tutti i prodotti chimici usati sono stati ottenuti dalla Sigma Aldrich (Milano, Italy) e sono della più alta 
qualità disponibile. 
 
4.2. ANIMALI 
Gli animali utilizzati per questi esperimenti sono ratti albini maschi, di ceppo Sprague-Dawley, di 3, 12 
e 2 4  m esi d i età, nati e cresciuti nello  stabulario  d el C entro  d i R icerca Interd ipartim entale d ell’U niversità d i 
Pisa. 
Gli animali sono stati mantenuti con fotoperiodo controllato (ciclo luce-buio di 12 ore/12 ore) ad una 
temperatura di 21-2 2 °C . Tutti i ratti avevano  libero  accesso  all’acq ua. 
 
4.2.1. TRATTAMENTO CON DIETA ARRICCHITA DI ACIDI GRASSI POLIINSATURI DELLA 
SERIE OMEGA 3 
G li anim ali so no  stati alim entati fino  all’età d i 2 4  m esi, a partire d all’età d i d ue m esi, co n d ieta 
addizionata con 11,5% di olio di pesce (ricco di acidi grassi poliinsaturi della serie OMEGA 3), mentre i 
controlli sono stati alimentati con dieta libera ad libitum (AL) con cibo standard, fornito dalla ditta Harlan 
(Tekland) (Harlan Italy S.r.l, contenente: 12% di acqua, 18% di proteine, 5.5% di grassi, 4.4% di fibre, 
5.6% di ceneri) sin dallo svezzamento.  
Entrambi i gruppi sono stati lasciati a digiuno circa 18 ore prima di essere sacrificati. 
 
4.2.2. TRATTAMENTO CON SOMMINISTRAZIONE DI UN FARMACO ANTILIPOLITICO 
A ll’età d i 1 2  m esi, un g ruppo  d i anim ali, alim entati co n d ieta libera ad  libitum  (A L) co n cibo  stand ard , 
fornito dalla ditta Harlan (Tekland), è stato posto a digiuno, trattato con due iniezioni intraperitoneali di 3,5-
dimetilpirazolo (DMP) (12 mg/kg peso corporeo, in fisiologica) rispettivamente dopo 18 e 21 ore e 
sacrificato alla ventiquattresima ora di digiuno. Suddetto trattamento, in un altro gruppo di animali, è stato 
ripetuto per 3 volte distanziate con un giorno di alimentazione libera ad libitum (AL). Gruppi di controllo hanno 
avuto identico trattamento, ma hanno ricevuto iniezione di soluzione fisiologica priva di farmaco. 
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S ang ue e tessuti so no  stati prelevati so tto  anestesia pro fo nd a o ttenuta co n un’iniezione 
intraperitoneale di Nembutal (50mg/kg peso corporeo, utilizzando una soluzione al 5%). Il fegato prelevato è 
stato immediatamente congelato in azoto liquido e mantenuto ad una temperatura di –80°C fino al momento 
dei dosaggi.  
 
Ogni aspetto della cura degli animali e della sperimentazione su di essi è stato soggetto 
all’appro vazio ne d a parte d el  M inistero  d ella S alute e risultava, q uind i, co nfo rm e alle linee g uid a istituzio nali 
d ettate a rig uard o  d a q uest’ultim o  (D.Lvo 116/92, Comunicazione No. 246/H10 al Ministero Italiano della 
Salute). 
  
4.3. DOSAGGIO DEI LIVELLI PLASMATICI DI COLESTEROLO E TRIGLICERIDI 
Al momento del sacrificio, dagli animali è stato prelevato un campione di sangue periferico e su 
questo è stato saggiato il quadro lipemico (livelli plasmatici di colesterolo totale, colesterolo HDL, 
colesterolo LDL e trigliceridi). 
Il sangue è stato raccolto in EDTA (0.4 mg/ml di sangue) ed il plasma è stato separato tramite 
centrifugazione. 
L’analisi d el co lestero lo  plasm atico  to tale e d elle lipo proteine ad esso associate è stata eseguita 
usando kit diagnostici per il colesterolo totale, colesterolo HDL, colesterolo LDL e trigliceridi (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, Missouri). 
 
4.4. PREPARAZIONE DEI MICROSOMI 
I microsomi di fegato di ratto sono stati preparati, a partire da campione di tessuto conservato a -
8 0 °C , seco nd o  la pro ced ura ripo rtata d a Erickso n S .K . et al. (1 9 7 7 ) che preved e l’utilizzo  d ello  stesso  
tam po ne sia per il subfrazio nam ento  cellulare che per il d o sag g io  d ell’attività d ell’H M G -CoA reduttasi. 
 
Tamponi e soluzioni 
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Tampone per microsomi: 
 
Saccarosio           0.1 M  
KCl                0.05 M  
KH2PO4             0.04 M  
EDTA              0.03 M  
 
Portato a pH 7.4 con NaOH. 
 
Procedimento 
Il tessuto viene omogeneizzato in 2 ml di tampone per microsomi, per mezzo di un omogenizzatore di 
tipo Potter-Elvejheim con pestello in Teflon (3 colpi), e centrifugato a 10000g per 10 minuti alla temperatura 
di 4°C. 
Il supernatante viene trasferito in provette da ultracentrifuga e centrifugato a 100000g per 45 
minuti sempre a 4°C, dopodiché il pellet viene sospeso in  2 ml di tampone per microsomi con un 
omogenizzatore a spillo (da usare a mano), curandosi di procedere sempre in ghiaccio. 
Si ricentrifugano i campioni a 100000g per 45 minuti a 4°C e si risospende il pellet in 1 ml di 
tampone dei microsomi, procedendo come per la precedente sospensione. 
A questo punto viene effettuato il dosaggio delle proteine presenti nei campioni. 
 
4.5. PREPARAZIONE DELLE MEMBRANE CELLULARI TOTALI 
Le membrane di fegato di ratto vengono preparate, a partire da tessuti conservati a -80°C, secondo 
una versio ne m o d ificata d ella pro ced ura ripo rtata d a Erickso n S .K . et al. (1 9 7 7 ) che preved e l’utilizzo  d ello  
stesso tampone sia per il subfrazionamento cellulare che per il do sag g io  d ell’attività d ell’H M G -CoA reduttasi. 
 
Tamponi e soluzioni 
Tampone per membrane: 
Tris HCl       0.01 M  
CaCl2                0.001 M  
NaCl           0.15 M  
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Portato a pH 7.5 con NaOH. 
 
Procedimento 
Il tessuto viene omogeneizzato in 2 ml di tampone per membrane, per mezzo di un omogenizzatore di 
tipo Potter-Elvejheim con pestello in Teflon (8 strokes), e centrifugato a 10000g per 10 minuti alla 
temperatura di 4°C. 
Il supernatante viene trasferito in provette da ultracentrifuga e centrifugato a 100000g per 30 
minuti sempre a 4°C, dopodiché il pellet viene sospeso in  2 ml di tampone per membrane con un 
omogenizzatore a spillo (da usare a mano), curandosi di procedere sempre in ghiaccio. 
Si ricentrifugano i campioni a 100000g per 20 minuti a 4°C e si risospende il pellet in 1 ml di 
tampone per membrane, procedendo come per la precedente sospensione. 
Quindi 200l vengono trasferiti in eppendorf e centrifugati per 3 minuti a 14000 rpm. 
Il supernatante viene scartato ed il pellet risospeso in 200l di tampone membrane. 
A questo punto viene effettuato il dosaggio delle proteine presenti nei campioni. 
 
4.6. DOSAGGIO DELLE PROTEINE 
Le proteine vengono dosate secondo il metodo Lowry et al. (1951) usando albumina bovina (Sigma) 
come standard. 
 
Soluzioni 
Le soluzioni utilizzate per il dosaggio delle proteine secondo il metodo Lowry O.H. sono: 
- Soluzione A:  NaK (tartrato) 200mg/l 
  Na2CO3 20g/l 
                             NaOH 4g/l 
   
- Soluzione B:    CuSO4 1% in H2O distillata 
   
- Soluzione C:    A+B 100ml di A+1ml di B 
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- Soluzione D:  Folin diluito 1:1 con H2O distillata 
 
 
Procedimento 
S i pro ced e all’allestim ento  d ella curva stand ard  co n so luzio ni d i album ina bo vina (S ig m a) frazio ne V  
(50mg in 50 ml di H2O distillata): 50l, 100l, 150l, 200l portati ad un volume finale di 1000l con H2O 
distillata. 
S i sag g ia un’aliq uo ta fissa d i cam pio ne (5 l) in un volume finale di 1000l con H2O distillata. 
Successivamente vengono aggiunti 5ml di soluzione C ad ogni campione. Si agita bene e si attendono 10 
minuti a temperatura ambiente. 
Si aggiungono 0.5 ml di soluzione D ad ogni campione. Si agita bene e si attendono 30 minuti a 
temperatura ambiente. 
I cam pio ni veng o no  letti allo  spettro fo to m etro  (ErreC i) ad  una lung hezza d ’o nd a d i 6 6 0 nm , co ntro  il 
bianco. 
 
4.7. DO S A G G IO  D ELL’A TTIV ITÀ   D ELL’H M G -CoA REDUTTASI MEDIANTE 
SAGGIO RADIOISOTOPICO 
Il m eto d o  rad io iso to pico  utilizzato  per la m isurazio ne d ell’attività  d ell’H M G -CoA reduttasi consiste 
nel valutare la formazione di 14C-M evalo nato  (M V A ) pro d o tto  d all’enzim a a partire da 3-14C-HMGCoA (attività 
specifica 57mCi/mmol, Amersham-Pharmacia, Little Chalfont, UK). 
Il 14C-MVA formato viene separato dal precursore, previa lattonizzazione in ambiente acido, utilizzando 
una cromatografia a scambio ionico su una colonna di resina del tipo AG1x8 (BioRad) in forma formiato 
(Edwards et al., 1979) che consente degli elevati recuperi (maggiori del 50%). 3H-MVA lattone (attività 
specifica 24.0 Ci/mmol, Amersham-Pharmacia, Little Chalfont, UK) è aggiunto come standard interno al saggio 
per valutare la percentuale di recupero del 14C-MVA. 
 
Tamponi e soluzioni 
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Cofattori:    
- EDTA (sale disodico)                  0.12M 
- NaCl                                       0.28M 
- NADP                                     0,12M 
- Glucosio-6-P                            0.12M 
- Ditioteitrolo (DDT)                     1.00M 
 
Tampone HMG-CoA reduttasi:    
 
- Saccarosio                                0.1M 
- KCl                                        0.05M
- KH2PO4                                  0.04M
- EDTA                                     0.03M
     
 Portato a pH 7.4 con NaOH 
 
L’enzim a esiste in d ue fo rm e: fo sfo rilata (inattiva) e d efo sfo rilata (attiva) (A ng elin et al., 1 9 8 4 ); la sua 
attivazione da parte delle fosfatasi lisosomiali nel corso della preparazione dei microsomi viene evitata 
procedendo in presenza di NaF (50mM) (Bruscalupi et al., 1985), un potente inibitore delle fosfatasi. Il 
tam po ne + N aF perm ette d unq ue d i valutare l’attività espressa d all’enzim a, e d i co rrelarla co n l’attività to tale 
d ell’enzim a stesso  m isurata in assenza d i N aF. Il rappo rto  tra l’attività + N aF/–NaF fornisce lo stato di 
attivazio ne d ell’enzim a. 
 
Procedimento 
Il saggio enzimatico è eseguito su aliquota di campione contenente circa 100g di proteine. 
Ogni campione è contenuto in una provetta nella quale vengono aggiunti: 50l di cofattori, 10l di 
glucosio-6P-d eid ro g enasi, l’aliq uo ta d i m icro so m i (co rrispo nd ente a 1 0 0 g di proteine) ed il tampone HMG-
CoA reduttasi (portando ad volume finale di 190 l). 
Si effettua una preincubazione per 7 minuti a 37°C, avendo preventivamente bloccato ogni possibile 
reazio ne nei bianchi co n l’ag g iunta in essi d i 2 0 l di KOH 33%. 
La reazione viene avviata aggiungendo ad ogni provetta 10l di 3-14C-HMGCoA (20000dpm/nmole; 
10 nmoli, attività specifica 0.088Ci/11.7 nmol). 
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La reazione viene bloccata dopo 20 minuti con 20l di KOH 33% e i campioni vengono mantenuti per 
4 5  m inuti a 3 7 °C  per perm ettere l’id ro lisi d el substrato . 
Vengono, poi, aggiunti 50l di HCl (5M) e 10l di 3H-MVA (circa 10000dpm) come standard 
interno; si lascia lattonizzare il MVA a 37°C per 60 minuti od a temperatura ambiente over-night. 
I campioni vengono centrifugati per 10 minuti a 14000rpm, al fine di far separare le proteine 
denaturate; si prelevano 200l di supernatante al quale vengono aggiunti 700l di H2O distillata.  
Il campione viene caricato su colonne (0.5x5cm) di resina AG1X8 (BioRad) in forma formiato. Il MVA 
viene eluito con 2ml di H2O  d istillata. A ll’eluato  veng o no  ag g iunti 1 0 m l d i liq uid o  d i scintillazio ne O ptifluo r 
(CGWallack). 
La radioattività ottenuta è letta per mezzo di un apparecchio a scintillazione liquida (Pakard). 
I dati sono calcolati come attività specifica (pmoli/min/mg proteine). 
 
 
4.8. WESTERN BLOT 
4.8.1. SEPARAZIONE DELLE PROTEINE MEDIANTE ELETROFORESI SU GEL DI 
POLIACRILAMIDE (SDS-PAGE) 
L’elettro fo resi è eseg uita seco nd o  il m eto d o  Laem m li (1 9 7 0 ) co n un apparato  “m ini-pro tean 3 ” 
(BioRad). 
 
Soluzioni per la corsa elettroforetica 
- Reservoir buffer stock:  TRIS/Glicina (BioRad)   
 
Soluzioni per la preparazione del gel (SDS-PAGE) 
- Soluzione A:  soluzione di acrilamide-bisacrilamide 30% (Sigma) 
- Soluzione B:    Trizma Base 7.28g 
TEMED       92l 
Portata a pH 8.9 con HCl 1M in 40 ml di H2O distillata 
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- Soluzione C:    Trizma Base 1.21g 
TEMED        92l 
Portata a pH 6.9 con HCl 1M in 20ml di H2O distillata 
- Soluzione D:    SDS 10% 
- Soluzione E:    persolfato di ammonio 60 mg in 5ml di H2O distillata 
 
Procedimento 
La concentrazione di acrilamide da utilizzare nel resolving gel è stabilita in base al peso molecolare 
d ella pro teina d a esam inare; per l’H M G -CoA reduttasi (peso molecolare pari a 97KDa) viene usato un gel 
reso lving  al 1 0 % . Per l’A M PK  (peso  m o leco lare pari a 6 2  K D a) e la PP2 A  (peso  m o leco lare pari a 3 6  K D a) 
viene utilizzato un gel alla concentrazione dell’1 2 % . Per il recetto re LD L (peso  m o leco lare 1 2 0  K D a) viene 
usato un gel alla concentrazione del 8%. 
 
A l m o m ento  d ell’uso  viene preparato  il reso lving  g el (1 0 % ): 
- 3.565ml di H2O distillata 
- 3.335ml di Soluzione A 
- 2.5ml di Soluzione B 
- 0.1ml di Soluzione D 
- 0.5ml di Soluzione E 
 
La soluzione viene versata tra due lastre di vetro, costituenti il supporto del gel, montate su un 
apposito sostegno e viene lasciata polimerizzare a temperatura ambiente. 
 
Successivamente si prepara lo stacking gel (3%): 
- 2.76ml di H2O distillata 
- 0.4ml di Soluzione A 
- 0.5ml di Soluzione C 
- 0.04ml di Soluzione D 
- 0.3ml di Soluzione E 
 
 
La soluzione viene colata sopra il resolving gel e, dopo aver inserito un pettine nello spessore tra i 
due vetri, viene lasciata polimerizzare a temperatura ambiente. 
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La camera elettroforetica viene riempita con tampone Reservoir 10x diluito 1:10 con H2O distillata. 
Una volta caricati i campioni (aliquota corrispondente a 10g di proteine) e gli standard di peso 
m o leco lare no to  all’interno  d ei po zzetti, viene applicata ag li elettro d i d ella cam era elettro fo retica una 
corrente pari a 30mA costante in modo da consentire il passaggio e il compattamento delle proteine 
attraverso lo stacking gel. Una volta attraversato lo stacking gel, viene applicata una corrente di 100V 
costante permettendo la migrazione, in base al loro peso molecolare, delle proteine attraverso il resolving 
gel per un tratto di lunghezza di circa 9cm. 
 
4.8.2. TRASFERIMENTO DELLE PROTEINE SU FILTRO DI NITROCELLULOSA 
Tamponi e soluzioni 
- Tampone di trasferimento: TRIS/Glicina/Metanolo (BioRad) 
- Colorante: 0.5% di Rosso Ponceau in 10% di acido acetico 
 
 
Procedimento 
Il trasferimento delle proteine separate su gel di poliacrilamide è effettuato su filtro di nitrocellulosa, 
utilizzando un apparecchio BioRad con elettrodi a piastra. 
Term inata l’elettro fo resi, il g el ed  un filtro  d i nitro cellulo sa, d i ug uali d im ensio ni, veng o no  im m ersi nel 
tampone di trasferimento per equilibrarsi con esso. Su di un supporto di plastica vengono posizionati in 
sequenza: uno strato poroso, un foglio di carta 3MM (Whatmann), il gel, il filtro di nitrocellulosa, un secondo 
foglio di carta 3MM e un altro strato poroso. Il supporto di plastica viene chiuso ed immerso nella camera di 
trasferim ento  co n il g el co llo cato  sul lato  d ell’elettro d o  neg ativo . 
Si applica agli elettrodi della camera di trasferimento una corrente pari a 1OOV costante per circa 
90 minuti ad una temperatura di 4°C. 
Al termine del trasferimento, il filtro viene colorato con il Rosso Ponceau 0.5% in acido acetico in 
m o d o  d a avere un co ntro llo  d ell’efficienza d el trasferim ento . 
Il filtro, quindi, viene sottoposto a decolorazione con NaOH 200mM e a risciacquo con H2O 
distillata; su di esso viene eseguito il saggio immunologico. 
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4.8.3. SAGGIO IMMUNOLOGICO 
Tamponi e soluzioni 
- TBS 10x: TRIS   24.2g 
 NaCl   80g 
 Portato a pH 7.6 in 1l di H2O  d istillata, all’uso  è stato  d iluito 1 :1 0  co n H 2O distillata con 
l’ag g iunta d i Tw een2 0  0 .1 %  
  
- Soluzione di saturazione: TBS 1x + Tween20 0.1% 
 Albumina al 3% 
 
- Soluzione per la reazione di chemioluminescenza: ECL1 (H2O2, diluente) 
 ECL2 (luminolo) 
 mantenute in rapporto 1:1 
  
- Restore Western Blot stripping buffer (Pierce)  
 
Procedimento 
Il filtro di nitrocellulosa viene lavato 2 volte per 10 minuti con TBS 1x + Tween20 0.1% e quindi 
incubato  co n lo  stesso  tam po ne co ntenente album ina al 3 %  per un’o ra a tem peratura am biente. 
Term inata l’incubazio ne, il filtro  d i nitro cellulo sa viene nuo vam ente lavato per 3 volte per 10 minuti 
con TBS 10x + Tween20 0.1% e incubato tutta la notte (over-nig ht) co n l’antico rpo  prim ario  (ved i tabella 
1). 
D o po  l’incubazio ne co n l’antico rpo  prim ario , il filtro  viene lavato  d ue vo lte per 1 0   m inuti co n il 
tampone ed incubato  per un’o ra a tem peratura am biente co n l’antico rpo  seco nd ario  (ved i tabella 1 ). 
S i pro ced e d unq ue co n altri tre lavag g i d i 1 0  m inuti e si pro seg ue co n l’attivazio ne d ella reazio ne d i 
chemioluminescenza (ECL, GH Healthcare) aggiungendo, in una provetta contenente il filtro, la soluzione di 
reazione con la quale il filtro é tenuto a contatto per un minuto. Tale filtro è poi trasferito in una cassetta 
fotografica (Kodak). 
Le lastre fotografiche (GH Healthcare) così ottenute, vengono esposte alla reazione di 
chemioluminescenza per un tempo compreso tra 1 e 6 minuti. 
Le lastre impressionate vengono scannerizzate e analizzate con il programma Jmage. 
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Il peso molecolare delle proteine è determinato confrontandolo con gli standard di pesi molecolari 
noti (SeeBlue plus 2, Invitrogen). 
 
 
Anticorpo primario Fattore di diluizione 
(anticorpo primario) 
Anticorpo 
secondario 
Fattore di diluizione 
(anticorpo secondario) 
Peso Molecolare 
Anti-HMG-CoA reduttasi 1:3000 Anti-rabbit 1:5000 97 KDa 
Anti- P-HMG-CoA 
reduttasi 
1:3000 Anti-sheep 1:3000 97 KDa 
Anti-AMPK 1:1000 Anti-rabbit 1:5000 62 KDa 
Anti-P-AMPK 1:1000 Anti-rabbit 1:5000 62 KDa 
Anti-PP2A 1:1000 Anti-rabbit 1:5000 36 KDa 
Anti-LDLr 1:3000 Anti-rabbit 1:5000 120 KDa 
Anti-tubulina 1:1000 Anti-mouse 1:5000 50 KDa 
 
Tabella 1: anticorpi primari e secondari utilizzati nel saggio immunologico. 
 
4.9. DOSAGGIO DELLE SPECIE ROS 
 
Soluzioni 
PBS: 
NaCl 136 mM 
KCl 2 mM 
Na2HPO4 2H2O 1 mM 
CaCl2 2H2O 0.6 mM 
Mg Cl2 1 mM 
KH2PO4 1.5 mM 
pH=7.4  
 Diclorodiidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA)   10 M (da una soluzione 10 mM in DMSO) 
 
Procedimento 
Gli omogenati di fegato dei ratti di controllo di 3, 12 e 24 mesi, dei ratti alimentati con dieta 
addizionata con 11,5% di olio di pesce e dei ratti che hanno ricevuto iniezioni ripetute di DMP, sono stati 
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saggiati per i livelli di ROS incubando 1 mg di proteina con diclorodiidrofluoresceina diacetato 10 M 
(H2DCFDA, Molecular probes, Eugene, OR, USA) per 20 minuti a 37°C al buio. 
La fluorescenza viene misurata sotto leggera agitazione magnetica a 37°C tramite il fluorimetro Perkin 
Elmer LS-5 0 B . La lung hezza d ’o nd a d i eccitazio ne è reg o lata a 4 9 8  nm  m entre la lung hezza d ’o nd a d i 
emissione è fissata a 530 nm. Le fessure per il passaggio della luce vengono fissate a 5 e 10 nm per i due 
cammini ottici. La misurazione è stata effettuata su 100 l di proteine in 3 ml di PBS in una cuvetta di quarzo. 
La lettura dei valori basali di fluorescenza è stata effettuata per almeno 5 minuti. 
Ai campioni viene, poi, aggiunto solfato ferroso 10 M, per mettere in evidenza le specie 
perossidate (reazione di Fento n). I valo ri d i fluo rescenza so no  stati reg istrati d o po  1 5  m inuti d all’ag g iunta d i 
solfato ferroso. Nella figura 1 è rappresentato un tracciato di fluorescenza esemplificativo. 
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4.10. VALUTAZIONE STATISTICA 
La significatività d ei risultati è stata valutata co n l’analisi d ella varianza A N O V A , m entre i co nfro nti 
multipli sono stati valutati con 
+ FeSO4 
Fig.1 Tracciato di fluorescenza  
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5. RISULTATI 
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5.1. LIVELLI PLASMATICI DI COLESTEROLO TOTALE, HDL, LDL E TRIGLICERIDI 
NEI DIVERSI MODELLI SPERIMENTALI 
 
Per accertare se  
 la somministrazione prolungata di diete arricchite di acidi grassi poliinsaturi della specie omega 3,  
 il trattamento con somministrazioni intraperitoneali di DMP al termine di un giorno di digiuno ed  
 il trattamento con somministrazioni intraperitoneali di DMP ripetuto per 3 volte, distanziate tra loro con 
un giorno di alimentazione libera ad libitum (AL),  
siano  in g rad o  d i prevenire l’iperco lestero lem ia senile, è stato  prelevato , al m o m ento  d el sacrificio , un 
campione di sangue periferico e su questo è stato valutato il quadro lipemico (livelli plasmatici di colesterolo 
totale, colesterolo HDL, colesterolo LDL e trigliceridi). 
Il sang ue è stato , ino ltre, prelevato  d ai co ntro lli g io vani d ell’età d i 3  m esi. 
Il sangue è stato raccolto in EDTA (0.4 mg/ml di sangue) ed il plasma è stato separato tramite 
centrifug azio ne. L’analisi d el co lestero lo  plasm atico  to tale e d elle lipo pro teine ad  esso  asso ciate è stata 
eseguita usando kit diagnostici per il colesterolo totale, colesterolo HDL, colesterolo LDL e trigliceridi. 
È stato, pertanto, possibile ottenere un quadro generale dei livelli plasmatici di colesterolo totale, 
co lestero lo  H D L, co lestero lo  LD L e trig licerid i in funzio ne d ell’età. 
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Figura 1: Livelli plasmatici di colesterolo totale, LDL, HDL e trigliceridi in ratti controllo di 
3, 12 e 24 mesi. 
I risultati rappresentano la media  ESM. 
 
I risultati mostrano che i livelli plasmatici di colesterolo totale, colesterolo LDL, 
co lestero lo  H D L e trig licerid i aum entano  co n l’aum entare d ell’età, e che il cam biam ento  è 
g ià sig nificativo  all’età d i 1 2  m esi. 
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Figura 2: Effetto della somministrazione di diete arricchite di acidi grassi poliinsaturi della 
serie o m eg a 3  fino  all’età d i 2 4  m esi a partire d all’età d i 2  m esi. 
I risultati rappresentano la media  ESM. 
 
La fig ura 2  m o stra l’effetto  d ella so m m inistrazio ne pro lung ata d i d iete arricchite con 
omega 3 sui livelli plasmatici di colesterolo totale, colesterolo LDL, colesterolo HDL e 
trigliceridi. Per riferimento sono riportati anche i livelli di tali parametri in ratti controllo 
d ell’età d i 3  e 2 4  m esi co n alim entazio ne ad  libitum  (AL). 
I risultati mostrano che il trattamento previene la comparsa delle alterazioni senili dei 
livelli plasmatici di colesterolo totale, colesterolo LDL, colesterolo HDL e inibisce in misura 
sig nificativa anche l’aum ento  con l’età d ella trig licerid em ia.  
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Figura 3: Effetto della somministrazioni di un farmaco antilipolitico (3,5-dimetilpirazolo), al 
termine di un giorno di digiuno, sui livelli plasmatici di colesterolo totale, LDL ed HDL e di 
trigliceridi in ratti di 12 mesi. 
I risultati rappresentano la media  ESM. 
 
La figura 3 mostra i livelli plasmatici di colesterolo totale, LDL, HDL e trigliceridi in 
ratti co ntrollo  d i 3  e 1 2  m esi, e l’effetto  d el trattam ento  con so m m inistrazio ni d el farm aco 
antilipolitico 3,5-dimetilpirazolo (DMP). La dose del farmaco è stata ripartita in due 
somministrazioni fra loro uguali, rispettivamente dopo 18 e dopo 21 ore di digiuno, ed i 
ratti sono stati poi sacrificati allo scadere della ventiquattresima ora di digiuno.  
I risultati mostrano che il trattamento acuto con il farmaco antilipolitico abbassa i 
livelli della trigliceridemia al di sotto dei valori giovanili, ma non ha alcun  effetto sui livelli 
plasmatici di colesterolo totale, LDL ed HDL. 
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Fig. 4: Effetto di somministrazioni ripetute del farmaco antilipolitico 3,5-dimetilpirazolo 
(DMP), sui livelli plasmatici di colesterolo totale, LDL ed HDL e di trigliceridi in ratti di12 
mesi. 
I risultati rappresentano la media  ESM. 
 
La fig ura 4  m o stra l’effetto  d el trattam ento  d i ratti d i 1 2  m esi co n farm aco 
antilipolitico 3,5-dimetilpirazolo (DMP), ripetuto in 3 giorni distanziati fra loro da un giorno 
di alimentazione libera ad libitum (AL), sui livelli plasmatici di colesterolo totale, LDL ed HDL 
e trigliceridi. 
I risultati mostrano che il trattamento ripetuto non abbassa ulteriormente la 
trigliceridemia ma, diversamente dal trattamento singolo, è in grado di riportare i livelli 
plasmatici di colesterolo totale, LDL ed HDL ai valori giovanili. 
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5.2. EFFETTI DELLA SOMMINISTRAZIONE DI DIETE ARRICCHITE CON ACIDI 
GRASSI OMEGA 3 SU PARAMETRI IMPORTANTI DEL METABOLISMO DEL 
COLESTEROLO 
 
5 .2 .1 . R EG O LA ZIO N E D ELL’H M G -CoA REDUTTASI 
Lo  stud io  d ella reg o lazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi è stato eseguito, innanzitutto, misurando lo stato di 
attivazio ne, d ell’enzim a; si è, q uind i, pro ced uto  alla valutazio ne d ei livelli d ell’enzim a fo sfo rilato  (enzim a 
inattivo), ed infine sono stati presi in esame gli enzimi responsabili della fosforilazione/defosforilazione della 
proteina, ossia AMPK e PP2A. 
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5.2.1.1.  STATO DI ATTIVAZIO N E D ELL’EN ZIM A  H M G -CoA REDUTTASI 
Lo  stato  d i attivazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi è stata valutata su microsomi, preparati dal fegato di 
ratti alimentati con dieta di controllo o arricchita con omega 3, con il metodo radioisotopico misurando la 
quantità di 14C-M V A  pro d o tto  d all’enzim a a partire d al 3  14C-HMG-CoA. I microsomi sono stati preparati in 
presenza d i N aF (per m isurare l’attività espressa), o  in assenza d i N aF (per m isurare l’attività to tale). 
I risultati ottenuti sono riportati nella figura 5, espressi in pmoli/min/mg proteine.  
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Fig ura 5 : S tato  d i attivazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi negli animali trattati con dieta 
addizionata con omega 3 ed in controlli di 3 e 24 mesi alimentati con dieta libera ad 
libitum (AL). 
I risultati rappresentano la media  ESM. 
a= p<0.05 24 mesi vs 3 mesi    b= p<0.05 omega 3 vs 24 mesi  (ANOVA seguita da test di Bonferroni) 
 
Il risultato mostra che la somministrazione di dieta addizionata con 11,5% di olio di 
pesce (ricco di acidi grassi poliinsaturi della serie omega 3) fino  all’età d i 2 4  m esi a partire 
d all’età d i 2  m esi, co ntrasta sig nificativam ente le alterazio ni senili, m antenend o  lo  stato  d i 
attivazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi prossimo ai valori giovanili. 
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5 .2 .1 .2 . LIV ELLI D ELL’H M G -CoA REDUTTASI FOSFORILATO 
Per valutare se gli effetti sullo stato di attivazione della reduttasi evidenziato negli animali con dieta 
addizionata con acidi grassi poliinsaturi della specie omega 3 si correlassero con il grado di fosforilazione 
d ell’enzim a, so no  stati analizzati i livelli d ell’P -HMG-CoA reduttasi. 
Nella figura 6 sono riportati i risultati di un Western blot tipo e i valori medi delle densitometrie 
relative all’esperim ento .  
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Figura 6: Livelli della forma fosforilata del HMG-CoA reduttasi negli animali trattati con 
somministrazione prolungata di diete arricchite di omega 3. 
I valori densitometrici sono la media ± la deviazione standard dei Western Blot. 
a= p<0.05 24 mesi vs 3 mesi    b= p<0.05 omega 3 vs 24 mesi  (ANOVA seguita da test di Bonferroni) 
 
I risultati mostrano che la somministrazione prolungata di diete ricche di omega 3 
m antiene a valo ri g io vanili i livelli d ell’enzim a fo sfo rilato , e co incid o no , q uind i, con g li effetti 
dello stesso trattamento sullo stato di attivazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi. 
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5.2.1.3. STATO DI ATTIVAZIONE DELLE CHINASI AMP-DIPENDENTI E  LIVELLI DELLA PP2A 
 
Per valutare se l’effetto  sullo  stato  d i attivazio ne d ella red uttasi evid enziato  neg li anim ali co n d ieta 
addizionata con acidi grassi poliinsaturi della specie omega 3 potesse dipendere da variazioni degli enzimi che 
m o d ulano  l’attività d ell’H M G -CoA reduttasi, sono stati analizzati sia lo stato di attivazione del sistema di 
chinasi AMP-dipendente (che inattiva la reduttasi) che i livelli d ella subunità catalitica d ell’enzim a PP2 A  (che 
attiva la reduttasi). 
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Figura 7: Livelli di P-AMPK/AMPK negli animali alimentati con dieta arricchita con acidi grassi 
po liinsaturi d ella specie o m eg a 3  d all’età d i 2  m esi fino  all’età d i 2 4  m esi. 
I valori densitometrici sono la media ± la deviazione standard dei Western Blot. 
a= p<0.05 24 mesi ed omega 3 vs 3 mesi  (ANOVA seguita da test di Bonferroni) 
 
Nella figura 7 sono riportati i dati relativi alla protein chinasi AMP dipendente, e lo 
stato di attivazione calcolato dal rapporto tra le analisi densitometriche della proteina 
chinasi AMP-dipendente fosforilata e quella totale (normalizzate sulla tubulina), in ratti 
controllo di 3 e 24 mesi, ed in ratti di 24 mesi trattati con somministrazione prolungata di 
diete ricche di acidi grassi della serie omega 3. 
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Figura 8: Livelli di PP2A negli animali alimentati con dieta arricchita con acidi grassi 
po liinsaturi d ella specie o m eg a 3  d all’età d i 2  m esi fino  all’età d i 2 4  m esi. 
I valori densitometrici sono la media ± la deviazione standard dei Western Blot. 
 
 Nella figura 8 sono riportati i dati relativi alla subunità catalitica della fosfatasi PP2A, 
in ratti controllo di 3 e 24 mesi, ed in ratti di 24 mesi trattati con somministrazione 
prolungata di diete ricche di omega 3.  
 
L’analisi d ei risultati m ostra che il trattam ento  no n ha effetti sig nificativi sullo  stato  d i 
attivazione della AMPK e sui livelli di PP2A. 
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5.2.2. LIVELLI DI RECETTORI PER LE LDL TOTALI E DI MEMBRANA 
 
I recettori LDL sono proteine coinvolte nel metabolismo del colesterolo. Studi precedenti hanno 
m o strato  che i livelli d i q ueste pro teine cam biano  co n l’età: i recetto ri per le LD L aum entano  infatti nei lisati 
totali e si riducono i livelli dei recettori per le LDL esposti sulle membrane. 
Per valutare se l’effetto  d i prevenzio ne d ell’iperco lestero lem ia evid enziato  neg li anim ali alim entati co n 
dieta addizionata con acidi grassi poliinsaturi della specie omega 3 potesse essere attribuito ad una 
prevenzione delle alterazioni senili della dislocazione dei recettori per le LDL, sono stati analizzati sia i 
recettori per le LDL nei lisati totali, che i recettori per LDL esposti sulle membrane. 
Nella figura 9 e 10 sono riportati un Western blot tipo e i risultati medi delle densitometrie relativa 
all’esperim ento . 
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Figura 9: Effetto del trattamento prolungato con somministrazioni di diete arricchite di 
omega 3 sui recettori per le LDL misurati sui lisati totali della cellula. 
I valori densitometrici sono la media ± la deviazione standard dei Western Blot. 
a= p<0.05 24 mesi ed omega 3 vs 3 mesi  (ANOVA seguita da test di Bonferroni) 
 
La figura 9 mostra che i livelli dei recettori per le LDL misurati nei lisati totali ottenuti 
da campioni di fegato di ratti controllo di 3 e 24 mesi, e di ratti di 24 mesi trattati con 
somministrazione prolungata di diete ricche di acidi grassi poliinsaturi della serie omega 3 
aum entano  con l’età e che  l’aum ento  no n è m o d ificato  d al trattam ento  d ietetico . 
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Figura 10: Effetto del trattamento prolungato con somministrazioni di diete arricchite di 
omega 3 sui recettori di membrana per le LDL. 
I valori densitometrici sono la media ± la deviazione standard dei Western Blot. 
a= p<0.05 24 mesi vs 3 mesi    b= p<0.05 omega 3 vs 24 mesi (ANOVA seguita da test di Bonferroni) 
 
La figura 10 mostra i livelli dei recettori di membrana per le LDL in ratti controllo di 
3 e 24 mesi, ed in ratti di 24 mesi trattati con somministrazione prolungata di diete ricche 
di acidi grassi poliinsaturi della serie omega 3. 
I risultati mostrano che, invece, il trattamento dietetico previene le alterazioni senili 
nell’espo sizio ne d ei recetto ri LD L sulle m embrane. 
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5.2.3. DOSAGGIO DELLE SPECIE ROS 
 
 
Per verificare l’effetto  sullo  stato  o ssid ativo  d el trattam ento  pro lung ato  co n d ieta ad d izio nata co n 
11,5% di olio di pesce (ricco di omega 3), è stato effettuato il dosaggio dei ROS, tramite una sonda, la 
diclorofluorescina diacetato (H2DCFDA), negli omogenati di fegato dei gruppi sperimentali e dei controlli. 
A contatto con i costituenti cellulari, e in particolare con le esterasi, la sonda viene tagliata e, 
quando poi reagisce con i radicali liberi, emette fluo rescenza m isurabile co n l’utilizzo  d i un fluo rim etro . D o po 
aver misurato il livello basale, ai campioni è stato aggiunto, solfato ferroso 10mM per mettere in evidenza le 
specie perossidate. I risultati del dosaggio dei ROS epatici negli animali con dieta addizionata con omega 3 
sono riportati in figura 11. 
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Figura 11: Effetto del trattamento prolungato con dieta addizionata con 11,5% di olio di 
pesce (ricco di omega 3) sullo stato ossidativo. 
a= p<0.05 24 mesi ed omega 3 vs 3 mesi    b= p<0.05 omega 3 vs 24 mesi  (ANOVA seguita da test di 
Bonferroni) 
 
La figura 11 mostra la variazione percentuale della fluorescenza, rispetto ai livelli 
basali, d o po  l’ag g iunta d i so lfato  ferroso  (che m ette in evid enza le specie pero ssid ate), in 
ratti controllo di 3 e 24 mesi, ed in ratti di 24 mesi trattati con somministrazione 
prolungata di diete arricchite di acidi grassi poliinsaturi della serie omega 3. 
L’analisi d ei d ati m o stra che il trattam ento  d ietetico  rid uce in m aniera sig nificativa 
l’incremento senile dei prodotti di perossidazione.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 92 
5.3. EFFETTI DELLA SOMMNISTRAZIONE DI UN FARMACO ANTILIPOLITICO 
(DMP) SU PARAMETRI IMPORTANTI DEL METABOLISMO DEL COLESTEROLO 
 
5 .3 .1 . R EG O LA ZIO N E D ELL’H M G -CoA REDUTTASI 
Lo studio della regolazione d ell’H M G -CoA reduttasi è stato eseguito, innanzitutto, misurando lo stato di 
attivazio ne, d ell’enzim a; si è, q uind i, pro ced uto  alla valutazio ne d ei livelli d ell’enzim a fo sfo rilato  (enzim a 
inattivo), ed infine sono stati presi in esame gli enzimi responsabili della fosforilazione/defosforilazione della 
proteina, ossia AMPK e PP2A. 
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5 .3 .1 .1 . S TA TO  D I A TTIV A ZIO N E D ELL’EN ZIM A  H M G -CoA REDUTTASI 
L’attività d ell’H M G -CoA reduttasi è stata valutata su microsomi preparati dal fegato di ratti trattati 
con dosi ripetute di un farmaco antilipolitico (DMP) e dei loro controlli con il metodo radioisotopico 
misurando la quantità di 14C-M V A  pro d o tto  d all’enzim a a partire d al 3  14C-HMG-CoA. I microsomi sono stati 
preparati in presenza di NaF (per m isurare l’attività espressa), o  in assenza d i N aF (per m isurare l’attività 
totale). 
I risultati ottenuti sono riportati nella figura 12, espressi in pmoli/min/mg proteine. 
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Figura 12: Stato di attivazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi in ratti di 12 mesi trattati 
ripetutamente con somministrazioni intraperitoneali di DMP. 
I risultati rappresentano la media  ESM. 
a= p<0.05 12 mesi e DMP vs 3 mesi  (ANOVA seguita da test di Bonferroni) 
 
I risultati mostrano che la somministrazione intraperitoneale del farmaco antilipolitico 
3,5-dimetilpirazolo (DMP) in ratti di 12 mesi, non è in grado di contrastare le alterazioni 
senili d ello  stato  d i attivazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi. 
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5 .3 .1 .2 . LIV ELLI D ELL’H M G -CoA REDUTTASI FOSFORILATO 
Per valutare se il trattamento con somministrazioni ripetute di DMP, sebbene non avesse alcun effetto 
sullo stato di attivazione d ella red uttasi, avesse effetti sulla fo sfo rilazio ne d ell’enzim a, so no  stati analizzati i 
livelli d ell’P -HMG-CoA reduttasi. 
Nella figura 13 sono riportati i risultati di un Western blot tipo e i valori medi delle densitometrie 
relativa all’esperim ento . 
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Figura 13: Livelli della forma fosforilata del HMG-CoA reduttasi negli animali di 12 mesi 
trattati con somministrazioni ripetute di DMP. 
I valori densitometrici sono la media ± la deviazione standard dei Western Blot. 
a= p<0.05 12 mesi e DMP vs 3 mesi    b= p<0.05 DMP vs 12 mesi  (ANOVA seguita da test di 
Bonferroni) 
 
La fig ura 1 3  m o stra i livelli d ella form a fosfo rilata d ell’H M G -CoA reduttasi (enzima 
inattivo) in ratti controllo di 3 e 12 mesi, ed in ratti di 12 mesi trattati ripetutamente con 
somministrazione intraperitoneali di DMP. 
I risultati m ostrano , che il trattam ento  aum enta i livelli d ell’enzim a fo sfo rilato  in 
maniera significativa, pur senza riportarli ai livelli giovanili. 
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5.3.1.3.  STATO DI ATTIVAZIONE DELLE CHINASI AMP-DIPENDENTI E  LIVELLI DELLA 
PP2A 
 
Per valutare se il trattamento con somministrazioni ripetute di DMP avesse effetto sugli enzimi che 
m o d ulano  l’attività H M G -CoA reduttasica, sono stati analizzati sia lo stato di attivazione del sistema di chinasi 
AMP-d ipend ente (che inattiva la red uttasi) che i livelli d ella subunità catalitica d ell’enzim a PP2 A  (che attiva la 
reduttasi). 
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Figura 14: Livelli di P-AMPK/AMPK negli animali trattati ripetutamente con somministrazioni 
intraperitoneali di DMP. 
I valori densitometrici sono la media ± la deviazione standard dei Western Blot. 
 
Nella figura 14 sono riportati i dati relativi alla protein chinasi AMP dipendente, e lo 
stato di attivazione calcolato dal rapporto tra le analisi densitometriche della proteina 
chinasi AMP-dipendente fosforilata e quella totale (normalizzate sulla tubulina), in ratti 
controllo di 3 e 12 mesi, ed in ratti di 12 mesi trattati ripetutamente con somministrazioni 
intraperitoneali di DMP. 
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Figura 15: Livelli di PP2A in ratti di 12 mesi trattati ripetutamente con somministrazioni 
intraperitoneali di DMP. 
I valori densitometrici sono la media ± la deviazione standard dei Western Blot. 
 
 
 Nella figura 15 sono riportati i dati relativi alla subunità catalitica della fosfatasi 
PP2A, in ratti controllo di 3 e 12 mesi, ed in ratti di 12 mesi trattati ripetutamente con 
iniezioni intraperitoneali di DMP. 
 
L’analisi d ei risultati m ostra che il trattamento non ha effetti significativi sullo stato di 
attivazione della AMPK e sui livelli di PP2A. 
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5.3.2.  LIVELLI DI RECETTORI LDL TOTALI E DI MEMBRANA 
 
 
I recettori LDL sono proteine coinvolte nel metabolismo del colesterolo. Studi precedenti hanno 
mostrato  che i livelli d i q ueste pro teine cam biano  co n l’età: i recetto ri per le LD L aum entano  infatti nei lisati 
totali e si riducono i livelli dei recettori per le LDL esposti sulle membrane. 
Per valutare se l’effetto  d i prevenzio ne d ell’iperco lestero lem ia, evidenziato negli animali trattati 
ripetutamente con iniezioni intraperitoneali del farmaco antilipolitico DMP, potesse essere attribuito ad una 
prevenzione delle alterazioni senili della dislocazione dei recettori per le LDL, sono stati analizzati sia i 
recettori per le LDL nei lisati totali, che i recettori per LDL esposti sulle membrane. 
Nella figura 9 e 10 sono riportati un Western blot tipo e i risultati medi delle densitometrie relativa 
all’esperim ento . 
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Figura 16: Effetto del trattamento ripetuto con somministrazioni del farmaco antilipolitico 
3,5-dimetilpirazolo (DMP) sui recettori per le LDL misurati sui lisati totali della cellula. 
I valori densitometrici sono la media ± la deviazione standard dei Western Blot. 
 
La figura 16 mostra che i livelli dei recettori per le LDL misurati nei lisati totali 
ottenuti da campioni di fegato di ratti controllo di 3 e 12 mesi, e di ratti di 12 mesi 
trattati ripetutamente con iniezioni intraperitoneali di DMP aum entano  co n l’età e che 
l’aum ento  non è m o d ificato  d al trattam ento  co n D M P. 
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Figura 17: Effetto del trattamento ripetuto con somministrazioni del farmaco antilipolitico 
3,5-dimetilpirazolo (DMP) sui recettori di membrana per le LDL. 
I valori densitometrici sono la media ± la deviazione standard dei Western Blot. 
a= p<0.05 12 mesi e DMP vs 3 mesi    b= p<0.05 DMP vs 12 mesi  (ANOVA seguita da test di 
Bonferroni) 
 
La figura 17 mostra i livelli dei recettori di membrana per le LDL in ratti controllo di 
3 e 12 mesi, ed in ratti di 12 mesi trattati ripetutamente con iniezioni intraperitoneali di 
DMP. 
I risultati mostrano che il trattamento aumenta oltre i valori giovanili i livelli dei 
recettori LDL esposti sulle membrane. 
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5.3.3. DOSAGGIO DELLE SPECIE ROS 
 
Per verificare l’effetto  sullo  stato  o ssid ativo  d el trattattam ento  co n so m m inistrazio ni ripetute d i D M P 
è stato effettuato il dosaggio dei ROS, tramite una sonda, la diclorofluorescina diacetato (H2DCFDA) negli 
omogenati di fegato dei gruppi sperimentali e dei controlli. 
A contatto con i costituenti cellulari, e in particolare con le esterasi, la sonda viene tagliata e quando 
po i reag isce co n i rad icali liberi em ette fluo rescenza m isurabile co n l’utilizzo  d i un fluo rim etro . Dopo aver 
misurato il livello basale, ai campioni è stato aggiunto, solfato ferroso 10mM per mettere in evidenza le 
specie perossidate. I risultati del dosaggio dei ROS epatici negli animali trattati con somministrazioni ripetute 
di DMP sono riportati in figura 18. 
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Figura 18: Effetto del trattamento ripetuto con iniezioni intraperitoneali di DMP sullo stato 
ossidativo. 
a= p<0.05 12 mesi e DMP vs 3 mesi  (ANOVA seguita da test di Bonferroni) 
 
La figura 18 mostra la variazione percentuale della fluorescenza, rispetto ai livelli 
basali, d o po  l’ag g iunta d i so lfato  ferroso  (che m ette in evid enza le specie pero ssid ate), in 
ratti controllo di 3 e 12 mesi, ed in ratti di 12 mesi trattati ripetutamente con iniezioni 
intraperitoneali del farmaco antilipolitico DMP. 
L’analisi d ei d ati m o stra che il trattam ento  co n D M P no n rid uce l’increm ento  senile 
dei prodotti di perossidazione. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 105 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. 
DISCUSSIONE 
 
 
 
 106 
6. DISCUSSIONE DEI RISULTATI E CONCLUSIONE 
 
D urante l’invecchiam ento  si o sserva un aumento dei livelli di colesterolo plasmatico, ovvero 
un’iperco lestero lem ia. 
È ben no to  che nell’uo m o  alti livelli plasm atici d i co lestero lo , asso ciato  in partico lare a LD L, si 
correlano ad un aumentato rischio di aterosclerosi e malattia coronarica (Steiberg, D. 1988; Levine, G.N. et 
al., 1 9 9 5 ). I livelli d i co lestero lo  to tale e d i LD L aum entano  co n l’età (H eiss G . et al., 1 9 8 0 ; A bbo tt, R .D . et 
al., 1 9 8 3 ), co m e anche l’incid enza d i m alattie card io vasco lari (C astelli, W .P. et al., 1 9 8 9 ). N el ratto  i live lli 
plasm atici d i co lestero lo  so no  aum entati g ià all’età d i 1 2  m esi. I m eccanism i respo nsabili 
d ell’iperco lestero lem ia età-correlata non sono stati ancora ben compresi. 
Scopo di questa tesi è stato quello di approfondire lo studio dei meccanismi, valutando gli effetti di 
due differenti trattamenti sperimentali in grado di abbassare i livelli della colesterolemia su parametri che 
po ssano  essere co invo lti nell’iperco lestero lem ia d ell’anziano . 
Il primo trattamento consiste nella somministrazione prolungata di diete arricchite di acidi grassi 
poliinsaturi della specie omega 3. Gli omega 3 sono una categoria di acidi grassi essenziali, cui è attribuita la 
capacità di abbassare i livelli della colesterolemia (Sucic, M. et al., 1998). 
Trattand o si d i un’ind ag ine rivo lta allo  stud io  d eg li effetti d ell’invecchiam ento , ratti albini m aschi d el 
ceppo Sprague-Dawley sono stati alimentati con una dieta in pellet (Harlan, Italy) addizionata con 11,5% di 
o lio  d i pesce (ricco  d i o m eg a 3 ) fino  all’età d i 2 4  m esi a partire d all’età di 2 mesi, un trattamento quindi 
molto più prolungato rispetto agli esperimenti fino ad oggi riportati in letteratura (Du C., 2003). 
È stato perciò accertato, in primo luogo, se questo trattamento prolungato fosse o meno in grado di 
prevenire l’iperco lesterolemia senile. I risultati hanno confermato che i livelli plasmatici di colesterolo totale, 
colesterolo LDL, colesterolo HDL ed anche dei trigliceridi aumentano significativamente negli animali di 
controllo anziani, ed hanno dimostrato che il trattamento previene, in misura praticamente completa, queste 
alterazioni senili.  
Il feg ato  co ntribuisce all’o m eo stasi d ella co lestero lem ia tram ite la m o d ulazio ne d el 3 -idrossi-3-
metilglutaril-coenzima A reduttasi (HMG-CoA-R), proteina di membrana del reticolo endoplasmatico ed enzima 
chiave della biosintesi del colesterolo (Pallottini, V. et al., 2004)e tramite la captazione di LDL plasmatiche 
con specifici recettori. 
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L’H M G -C o A  red uttasi, che catalizza la co nversio ne d ell’H M G -CoA in mevalonato, è considerata 
l’enzima limitante la sintesi del colesterolo e degli altri isoprenoidi. In questa tesi abbiamo perciò studiato se 
il sud d etto  m o d ello  sperim entale fo sse in g rad o  d i prevenire le alterazio ni d ell’attività H M G -CoA reduttasica 
che acco m pag nano  l’iperco lestero lem ia senile. L’attività d ell’H M G -CoA-R è regolata da molti meccanismi tra 
cui, importante per le alterazioni senili, la fosforilazione/defosforilazione. (La forma non fosforilata è 
enzimaticamente attiva, mentre la forma fosforilata è inattiva). Lo studio della regolazione per fosfo-
d efo sfo rillazio ne d ell’H M G -C o A  red uttasi è stato  eseg uito  m isurand o  lo  stato  d i attivazio ne d ell’enzim a. I 
risultati hanno mostrato che la somministrazione prolungata di dieta addizionata con 11,5% di olio di pesce 
contrasta significativamente le alterazioni senili di questo processo, mantenendo lo stato di attivazione 
d ell’H M G -C o A  red uttasi pro ssim o  ai valo ri g io vanili. D all’esperim ento  esce q uind i raffo rzata l’ipo tesi che le 
alterazioni della fosfo-d efo sfo rilazio ne d ell’H M G -CoA red uttasi siano  un fatto re causale d ell’iperco lestero lem ia 
senile, e si ricava anche l’ind icazio ne che l’arricchim ento  d el retico lo  co n acid i g rassi po liinsaturi po ssa 
prevenire g li effetti d ell’invecchiam ento  sull’enzim a.  
Per quanto riguarda i meccanismi co n cui l’invecchiam ento  ag isce sullo  stato  d i attivazio ne d ella 
red uttasi abbiam o  stud iato  innanzi tutto  i livelli d ell’P -HMG-C o A  red uttasi (l’enzim a inattivo ). I risultati hanno  
dimostrato che la somministrazione prolungata di diete ricche di omega 3 mantiene a valori giovanili i livelli 
d ell’enzim a fo sfo rilato , a co nferm a che q uesto  m antenim ento  d ell’attività d eve essere seco nd ario  al 
m antenim ento  d ella fo sfo rilabilità d ell’enzim a. 
È stato  po i stud iato  se l’effetto  d el trattam ento  d ietetico  d i m antenim ento sul stato di attivazione 
d ella red uttasi po tesse d ipend ere d a effetti sug li enzim i respo nsabile d ella m o d ulazio ne d ell’attività d ell’H M G -
CoA reduttasi, e cioè il sistema di chinasi AMP-dipendente (che inattiva la reduttasi) e la subunità catalitica 
dell’enzim a PP2 A  (che attiva la red uttasi). L’analisi d ei risultati ha però  d im o strato  che né l’invecchiam ento  né 
il trattam ento  d ietetico  hanno  effetti sig nificativi a q uesto  livello . È q uind i plausibile l’ipo tesi che 
invecchiamento e trattamento dietetico possano operare a livello della defosforilabilità del substrato 
enzimatico da parte degli enzimi regolatori. A questo proposito merita ricordare che le alterazioni senili dello 
stato  d i attivazio ne d ell’H M G -CoA reduttasi possono essere riprodotte con foto-irraggiamento degli 
epatociti, e che , notoriamente gli acidi grassi poliinsaturi sono coinvolti nel metabolismo radicalico. In questa 
prospettiva va ricordata la dimostrazione qui riportata che il trattamento dietetico riduce in maniera 
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sig nificativa l’incremento senile della perossidazione misurato dai livelli di fluorescenza al trattamento con 
DCF.  
È stata co nsid erata anche la po ssibilità che l’effetto  ipo co lestero lem izzante d el trattam ento  
prolungato con diete ricche di acidi grassi omega 3 potessero dipendere da effetti sui recettori epatici per 
le LDL, pure importanti nel controllo della colesterolemia. Sono stati indagati quindi gli effetti 
d ell’invecchiam ento  e d el trattam ento  d ietetico  sulle m em brane. A  co nferm a d i q uanto  g ià afferm ato 
(Pallottini, V. et al., 2006) negli animali di controllo i recettori per le LDL sono aumentati nei lisati totali, e 
rid o tti per la q uo ta espo sta sulle m em brane. Il trattam ento  d ietetico  no n ha prevenuto  l’aum ento  co n l’età d ei 
recettori per le LDL nei lisati totali, e ha prevenuto  le alterazio ni senili d ell’espo sizio ne d ei recetto ri LD L sulle 
m em brane. I d ati q uind i co nferm ano  l’ipo tesi che i recetto ri per le LD L espo sti sulle m em brane epato citarie 
abbiano un ruolo importante nel controllo della colesterolemia, ed inducono a considerare meno importanti i 
livelli totali di recettore. Nulla si può dire al momento, circa i meccanismi con cui la somministrazione 
pro lung ata d i acid i g rassi o m eg a 3  previene le alterazio ni d el co ntro llo  d ell’espo sizio ne d ei recetto ri LD L sulle 
mem brane. La rid uzio ne d ell’espo sizio ne d ei recetto ri per le LD L sulle m em brane ed  il co nseg uente rid o tto  
asso rbim ento  d el co lestero lo  LD L po trebbe co ntribuire all’iperco lestero lem ia d ell’anziano  rid ucend o  
l’asso rbim ento  epatico  d el co lestero lo  LD L; d i co nseguenza, la prevenzione delle suddette alterazioni senili 
po trebbe avere un ruo lo  im po rtante nell’effetto  d ella d ieta d i livelli g io vanili d i co lestero lo  to tale, H D L ed  LD L 
plasmatici. 
In co nclusio ne, i risultati d epo ng o no  a favo re d ell’ipo tesi che l’iperco lestero lem ia d ell’anziano  sia un 
feno m eno  co m plesso , im putabile sia ad  alterazio ni d ell’attività H M G -CoA reduttasica, forse secondarie a 
variazio ni d ello  stress o ssid ativo  nelle m em brane d el retico lo , sia a variazio ne d ell’espo sizio ne d ei recetto ri 
per le LDL sulle membrane, secondarie a fattori tuttora ignoti. 
 
Il secondo trattamento consiste nella somministrazione acuta di un farmaco antilipolitico (3,5-
d im etilpirazo lo ), trattam ento  g ià usato  in passato  per co ntro llare l’iperco lestero lem ia. I farm aci antilipolitici 
sono in grado di ridurre il flusso di acidi grassi dal tessuto adiposo al fegato, e di abbassare la 
colesterolemia con meccanismi non ben chiariti. È stato dimostrato che in via secondaria, in ratti non ancora 
anziani, il trattamento è in grado di stimolare un processo di riparo cellulare dotato di proprietà anti-
invecchiamento: la macroautofagia. 
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Anche in questo caso è stato accertato, in via preliminare, se il trattamento farmacologico fosse 
efficace nel prevenire l’iperco lestero lem ia senili. I risultati hanno dimostrato che il farmaco ha rapido effetto 
sulla trig licerid em ia, m a è po i in g rad o  d i co rreg g ere anche l’aum ento  senile d ei livelli plasm atici d i co lestero lo  
totale, LDL ed HDL. 
Questi risultati hanno incoraggiato ad indagare gli effetti d el farm aco  sulla reg o lazio ne d ell’H M G -CoA 
red uttasi, m isurand o  innanzitutto  lo  stato  d i attivazio ne d ell’enzim a. S o rprend entem ente i risultati hanno 
d im o strato  che l’azio ne ipo co lestero lem izzante d el farm aco  no n d ipend e d a una capacità d i co ntrastare le  
alterazio ni senili d ello  stato  d i attivazio ne d ell’H M G -C o A  red attasi, e g ettano  q ualche d ubbio  sull’im po rtanza 
d elle alterazio ni enzim atiche nella pato g enesi d ell’iperco lestero lem ia senile. A  q uesto  pro po sito  m erita 
ricordare che il farmaco non ha corretto  l’aum ento  senile d ella per o ssid azio ne m isurato  d ai livelli d i 
fluorescenza al trattamento con DCF. 
In conclusione i risultati consentono di affermare che il meccanismo ipocolesterolemizzante del 
trattamento con farmaci antilipolitici è diverso da quello utilizzato da altre ipocolesterolemizzanti di più largo e 
recente im pieg o , le statine, che sem brano  o perare co n un m eccanism o  d i inbizio ne co m petitiva d ell’attività 
HMG-C o A  red uttasica, e che q uesto  trattam ento  farm aco lo g ico  è efficace co ntro  l’iperco lesterolemia senile 
g razie ad  una efficace azio ne d i co ntrasto  d el d ifetto  senile nell’espo sizio ne sulla m em brana epato citaria d ei 
recetto ri per le LD L. L’utilizzazio ne d i q uesto  m o d ello  sperim entale ha fo rnito  d ati che po trebbero  po rtare ad  
un cambiamento delle attuali ipo tesi sul m eccanism o  d ell’iperco lestero lem ia d ell’anziano , rid im ensio nand o  il 
ruo lo  d elle alterazio ni d ell’attività H M G -CoA reduttasica, sottolineando invece il coinvolgimento delle 
alterazioni dei recettori per le LDL.  
 
CONCLUSIONE 
In conclusio ne, nei ratti l’iperco lestero lem ia senile pare feno m eno  co n pato g enesi assai co m plessa, in 
cui hanno un ruolo alterazioni a diversi livelli, probabilmente secondarie a cambiamenti a carico di diverse 
citomembrane (incluse le membrane del reticolo e la membrana plasmatici), secondarie probabilmente solo in 
parte alle alterazio ni senili d el m etabo lism o  rad icalico . La d im o strazio ne che l’iperco lestero lem ia senile può  
essere contrastata con interventi farmacologici attivi a diversi livelli potrebbe trovare applicazioni a livello 
clinico. 
 
 110 
BIBLIOGRAFIA 
TESTI CONSULTATI 
 
 Voet D., Voet J.G., Pratt C.W. (2001) “Fo nd am enti d i B io chim ica”, Zanichelli 
 Mathews C.K., van Holde K.E., Ahern K.G. (2004) “B io chim ica” Casa Editrice Ambrosiana 
 Stryer L. (1 9 9 6 ) “B io chim ica” , Zanichelli 
 Lehninger A.L., Nelson D.L., Coz M.M. (1993) “Principi d i B io chim ica”, Zanichelli 
 
ARTICOLI E RASSEGNE SCIENTIFICHE CITATE NEL TESTO 
 
Abbott R.D., Garrison R.J., Wilson P.W., Epstein F.H., Castelli W.P., Feinleib M., LaRue C. (1983) 
“Jo int d istributio n o f lipo pro tein cho lestero l classes: the Fram ing ham  S tud y”. Arteriosclerosis 3:260-
272 
 
Adams C.M., Reitz J., DeBrabander J.K., Feramisco J.D., Brown M.S., Goldstein J.L. (2004) “C ho lestero l 
and 25-hydroxycholesterol inhibit activation of SREBPs by different mechanisms, both involving SCAP and 
Insig s”. J. Biol. Chem. 279:52772-52780 
 
Al-Shurbaji A., Berglund L., Björkhem I. (1990) “The effect of Acipimox on triacylglycerol metabolism in 
rat”. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 50(2):203-8 
 
Amici A., Levine R.L., Tsai L., Stadtman E.R. (1989) “C o nversio n o f am ino  acid  resid ues in pro teins and  am ino 
acid homopolymers to carbonyl derivatives by metal-catalyzed  o xid atio n reactio ns”. J. Biol. Chem. 
264:3341-3346 
 
Andersen J.M., Turley S.D., Dietschy J.M. (1982) “R elative rates o f stero l synthesis in the liver and  vario us 
extrahepatic tissues of normal and cholesterol-fed rabbits. Relationship to plasma lipoprotein and tissue 
cho lestero l levels”. Biochim. Biophys. Acta 711:421-430 
 
Angelin B., Einarsson K., Liljeqvist L., Nilsell K., Heller R.A. (1984) “3 -hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 
reductase in human liver microsomes: active and inactive forms and cross-reactivity with antibody against rat 
liver enzym e”. J. Lipid Res. 25:1159-1166 
 
Angerer P. and von Schacky C. (2000) “n-3  po lyunsatured  fatty acid s and  the card io vascular system ”. 
Curr. Opin. Lipidol. 1:57-63 
 
Bang H.O., Dyerberg J., Hjoorne N. (1976) “The co m po sitio n o f fo o d  co nsum ed  by  G reenland  Eskim o s” 
Acta. Med. Scand. 
 
 111 
Bays H., Mandarino L., DeFronzo R.A. (2004) “R o le o f the ad ipo cyte, free fatty acid s, and  ecto pic fat in 
pathogenesis of type 2 diabetes mellitus: peroxisomal proliferator-activated receptor agonists provide a 
ratio nal therapeutic appro ach”. J. Clin. Endocrinol. Metab. 89: 463-478 
 
Beal M.F. (2002) “O xid atively m o d ified  pro teins in ag ing  and  d isease”. Free Radic. Biol. Med. 32:797-803 
 
Becker B.F. (1993) “To w ard s the physio lo g ical functio n o f uric acid ”. Free Radic. Biol. Med. 14:615-631 
 
Beckman J.S., Koppenol W.H. (1996) “N itric o xid e , superoxide, and peroxynitrite: the good, the bad, and 
ug ly”. Am. J. Physiol. 271:C1424-1437 
 
Beg Z.H., Stonik J.A., Brewer H.B. (1980) “In vitro  and  in vivo  pho spho rylatio n o f rat liver 3 -hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase and its modulation by g lucag o ns”. J. Biol. Chem 255:8541-8545 
 
Bencze W.L., Hess R., De Stevens G. (1969) “H ypo lipid em ic ag ents”. Prog. Drug. Res. 13:217-92 
 
Bergamini E., Del Roso A., Fierabracci V., Gori Z., Masiello P., Masini M., Pollera M. (1993) “A  new  m etho d  
for the investigation of endocrine-regulated autophagy and protein d eg rad atio n in rat liver”. Exp. Mol. Pathol. 
59:13-26 
 
Bilheimer D.W., Goldstein J.L., Grundy S.M., Starzl T.E., Brown M.S. (1984) “Liver transplantatio n to  
provide low-density-lipoprotein receptors and lower plasma cholesterol in a child with homozygous familial 
hypercho lestero lem ia”. New Engl. J. Med. 311:1658-1664 
 
Boden G. (2001) “O besity, free fatty acid s and  insulin resistance”. Curr. Opin. Endocrinol. Diab. 8:235-
239 
 
Boden G., She P., Mozzoli M., Cheung P., Gumireddy K., Reddy P., Xiang X., Luo Z., Ruderman N. (2005) 
“Free fatty acid s pro d uce insulin resistance and  activate the pro inflam m ato ry nuclear facto r-(Kappa)B pathway 
in rat liver”. Diabetes 54:3458-3465 
 
Bohr V., Anson R.M., Mazur S., Dianov G. (1998) ”O xid ative D N A  d am ag e pro cessing  and  chang es w ith 
ag ing “. Toxicol. Lett. 102-103:47-52 
 
Brody H. (1980) “In: B io lo g ical m echanism  o f ag ing  (S cim ke R T ed .)”. Wasington Press, 563 
 
Brown M.S. and Goldstein J.L. (1985) “The LD L recepto r and  H M G-CoA reductase two membrane molecules 
that reg ulate cho lestero l ho m eo stasis”. Curr. Top Cell Regul. 26:3-15 
 
 112 
Brown M.S. and Goldstein J.L. (1997) “The S R EB P pathw ay: reg ulatio n o f cho lestero l m etabo lism  by 
proteolysis of a membrane-bound transcription facto r”. Cell 89:331-340 
 
Brown M.S. and Goldstein J.L. (1999) “A  pro teo lytic pathw ay that co ntro ls the cho lestero l co ntent o f 
m em brane, cells, and  blo o d ”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:11041-11048 
 
Brown M.S., Dana S.E., Goldstein J.L. (1975) “R ecepto r-dependent hydrolysis of cholesteryl esters 
contained in plasma low d ensity lipo pro tein”. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 72:2925-2929 
 
Bruscalupi G., Leoni S., Mangiantini M.T., Minieri M., Spagnuolo S., Trentalance A. (1985) “True unco upling  
between cholesterol synthesis and 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzime A reductase in an early stage of liver 
reg eneratio n”. Cell. Mol. Biol. 31:365-368  
 
Bucher N.L.R., Overath P., Lynen F. (1960) “3 -hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase, cleavage, 
and condensing enzym e in relatio n to  cho lestero l fo rm atio n in rat liver”. Biochim. Biophys. Acta 40:491-501 
 
Burr, G.O., Burr, M.M. and Miller, E. (1930). “O n the nature and  ro le o f the fatty acid s essential in 
nutritio n”. J. Biol. Chem. 86 (587) 
 
Butriss J. (1999) “n-3 fatty acid s and  health: briefing  paper”. London: British Nutrition Foundation 
 
Carlson L.A. (2005) “N ico tinic acid : the bro ad -spectrum lipid drug: a 50th anniversary review ”. J. Intern. 
Med. 258:94-114  
 
Carlson S.E., Mitchell A.D., Carter M.L., Goldfarb S. (1980) “Evid ence that physio lo g ic levels o f circulating  
estrogens and neonatal sex-imprinting modify postpubertal hepatic microsomal 3-hydroxy-3-methylglutaryl 
co enzym e a red uctase activity”. Biochim. Biophys. Acta 633:154-161 
 
Carlson S.E., Mitchell A.D., Goldfarb S. (1978) “S ex-related differences in diurnal activities and development 
of hepatic microsomal 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase and cholesterol 7-hyd ro xylase”. 
Biochim. Biophys. Acta 531:115-124 
 
Castelli W.P., WilsonP.W., Levy D., Anderson K.  (1989) “C ard io vascular risk facto rs in the eld erly”. 
Am. J. Cardiol. 63:12H-19H 
 
Cerutti P.A. (1985) “Pro o xid ant states and  tum o r pro m o tio n”. Science 227:375-381 
 
Chance B., Sies H., Boveris A. (1979) “H yd ro pero xid e m etabo lism  in m am m alian o rg ans”. Physiol. Rev. 
59:527-605 
 113 
 
Chen Y.D., Golay A., Swislocki A.L., Reaven G.M. (1987) “R esistance to  insulin suppressio n o f plasm a free 
fatty acid concentrations and insulin stimulation of glucose uptake in noninsulin-d epend ent d iabetes m ellitus”. 
J. Clin. Endocrinol. Metab. 64:17-21 
 
Ching Y.P., Kobayashi T., Tamura S., Hardie D.G. (1 9 9 7 ) “Specifity of different isoforms of protein 
phosphatase-2A and protein phosphatase-2C studied using site-direct mutagenesis of HMG-CoA 
red uctase”. FEBS Lett. 411:265-268   
 
Chung H.Y., Kim H.J., Kim K.W., Choi J.S., Yu B.P. (2002) “M o lecular inflam m atio n hypo thesis o f ag ing  based  
on the anti-aging mechanism of calo ric restrictio n”. Microsc. Res. Tech. 59:264-272 
 
Clarke P.R. and Hardie D.G. (1990) “Id entificatio n o f the site phosphorylated by the AMP-activated protein 
kinase in vivo  and  in intact rat liver”. EMBO J. 9:2439-2446 
 
Clarke, S.D. (2001) “Po lyunsaturated  fatty acid  reg ulatio n o f g ene trascriptio n: a m o lecular m echanism  to  
im pro ve the m etabo lic synd ro m e”. J. Nutr. 131, 1129-1132 
 
Cuervo A.M. and Dice J.F. (1996) “A  recepto r fo r the selective uptake and  d eg rad atio n o f pro teins by 
liso so m es”. Science 273:501-503 
 
Cuervo A.M. and Dice J.F. (2000) “W hen lyso so m e g et o ld ”. Exp. Gerontol. 35(2):119-131 
 
Darzynkiewicz Z., Juan G., Li X., Gorczyca W., Murakami T., Traganos F. (1997) “C yto m etry in cell 
necrobiology: analysis of apoptosis and accidental cell death (necro sis)”. Cytometry 27:1-20 
 
Davidson L.A., Nguyet D.V., Hokanson R.M., Callway E.S. (2 0 0 4 ) “Chemoprotective n-3 polyinsatured fatty 
acids reprogram genetic signatures during colon cancer initiation and progression in the rat”. C ancer R es 6 4  
(18); 6797-804 
 
Davidson M.H., Maki K.C., Kalkowski J.A., Schaefer E.J., Torri S.A., Drennan K.B. (1997) “Effects o f D H A  on 
serum lipoproteins in patient with combined iperlipidemia: a randomized double bind placebo-co ntro lled  trial”. 
Journal of Am College of Nutrition 16;236-243 
 
Dice J.F. (1989) “A ltered  intracellular pro tein d eg rad atio n in ag ing : a po ssible cause o f pro liferative 
arrest”. Biochem. Soc. Symp. 55:45-55 
 
Dietschy J.M., Turley S.D., Spady D.K. (1993) “R o le o f liver in the m aintenance o f cho lestero l and  lo w  
d ensity lipo pro tein ho m eo stasis in d ifferent anim als, includ ing  hum ans”. J. Lipid. Res. 34:1637-1659 
 114 
 
Donati A., Cavallini G., Paradiso C., Vittorini S., Pollera M., Gori Z., Bergamini E. (2001) “A g e-related 
chang es in the reg ulatio n o f auto phag ic pro teo lysis in rat iso lated  hepato cytes”. J. Gerontol. A Biol. 
Sci. 56(9):B288-B293 
 
Du C., Sato A., Watanabe S., Wu C.Z., Ikemoto A., Ando K., Kikugawa K., Fuji Y., Okuyama H. (2003) 
“C ho lestero l synthesis in m ice is suppressed  but lipo fuscin fo rm atio n is no t affected  by lo ng -term feeding of 
n-3 fatty acid-enrichedoils compared with lard and n-6 fatty acid-enriched o ils”. Biol. Pharm. Bull. 26 
(6):766-70 
 
Du C., Sato A., Watanabe S., Wu C.Z., Ikemoto A., Ando K., Kikugawa K., Fujii Y., Okuyama H. (2003) 
“C ho lestero l synthesis in m ice is suppressed  but lipo fuscin fo rm atio n is no t affected  by lo ng -term feeding of 
n-3 fatty acid-enriched oils compared with lard and n-6 fatty acid-enriched  o ils”. Biol. Pharm. Bull. 
26(6):766-70 
 
Dunn W.A.  Jr (1990) “S tud ies o n the m echanism  o f auto phag y: fo rm atio n o f auto  phag ic vacuo le”. J.Cell. 
Biol. 110:1923-1933 
 
Dyck J.R., Gao G., Widmer J., Stapleton D., Fernandez C.S., Kemp B.E., Witters L.A. (1996) “R eg ulatio n o f 
5 ’-A M P activated  pro tein kinase activity by the no n catalytic beta and  g am m a subunits”. J. Biol. Chem. 
271:17798-17803 
 
Eberlè D., Hegarty B., Bossard P., Ferrè P., Foufelle F. (2004) “S R EB P transcriptio n facto r: m aster 
reg ulato r o f lipid  ho m eo stasis”. Biochimie 86:839-848 
 
Edwards P.A., Lemongello D., Fogelman A.M. (1979) “Im pro ved  m etho d s fo r the so lubilizatio n and  assay o f 
hepatic 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A red uctase”. J. Lipid Res. 20:40-46 
 
Engelking L.J., Kuriyama H., Hammer R.E., Horton J.D., Brown M.S., Goldstein J.L., Liang G. (2004) 
“O verexpressio n o f Insig -1 in the liver of transgenic mice inhibits SREBP processing and reduces insulin-
stimulated lipogenesis”. J. Clin. Invest. 113:1168-1175 
 
Ericsson J., Dallner G. (1993) “D istributio n, bio synthesis, and  functio n o f m evalo nate pathw ay lipid s”. 
Subcell. Biochem. 21:229-272. 
 
Espenshade P.J., Li W.P., Yabe D. (2002) “S tero ls blo ck bind ing  o f C O PII pro teins to SCAP, thereby 
co ntro lling  S C A P so rting  in ER ”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:11694-11699 
 
Failla G. (1958) “The ag ing  pro cess and  cancero g enesis”. Ann. N.Y. Acad. Sci. 71(6):1124-1140 
 115 
 
Ferrara N., Coerbi G., Scarpa D., Rengo G., Longobardi G., Mazzella F., Cacciatore F., Rengo F. 
(2005) “The ag ing  theo ries”. Gior. Gerontol. 53:57-74 
 
Finn P.F., Mesires T.N., Vine M., Dice J.F. (2005) “Effects o f sm all m o lecules o n chapero ne -mediated 
auto phag y”. 1(3):141-145 
 
Fridovich I. (1995) “S upero xid e rad ical and  supero xid e d ism utases”. Annu. Rev. Biochem. 64:97-112 
 
Friedrickson D.S. (1974) “Plasm a lipo pro teins and  apo lipo pro teins”. Harvey Lect. 68:185-237. 
 
Fucella L.M., Goldaniga G., Lovisolo P., Maggi E., Musatti L., Mandelli V., Sirtori C.R. (1980) “Inhibitio n of 
lipo lysis by nico tinic acid  and  by acipim o x”. Clin. Pharmacol. Ther. 28(6):790-5 
 
Garland D., Russell P., Zigler J.S. Jr. (1988) “The o xid ative m o d ificatio n o f lens pro teins”. Basic Life Sci. 
49:347-352. 
 
Gaussin V., Skarlas P., Ching Y.P., Hardie D.G., Hue L. (1997) “D istinct type -2A protein phosphatase 
activate HMGCoA reductase and acetyl-C o A  carbo xylase in liver”. FEBS Lett. 413:115-118 
 
Gerritsen G.C., Dulin W.E. (1965) “Effect o f a new  hypo g lycem ic ag ent, 3 ,5 -dimethylpyrazole, on 
carbohydrate and free fatty acid  m etabo lism ”. Diabetes 14:507-15 
 
Gil G., Faust J.R., Chin D.J., Goldstein J.L., Brown M.S. (1985) “M em brane -bound domain of HMG CoA 
red uctase is req uired  fo r stero l enhanced  d eg rad atio n o f the enzym e”. Cell 41:249-258 
 
Gofman J.W., Delalla O., Glazier F., Freeman N.K., Lindgren F.T., Nichols A.V., Strisower B., Tamplin A.R. 
(1954) “The serum  lipo pro tein transpo rt system  in health, m etabo lic d iso rd ers, athero sclero sis and  co ro nary 
heart d isease”. Plasma 2:413-484 
 
Goldenstein J.L. et al., (2001) “fam ilial hypercho lestero lem ia, in the m etabo lic and  m o lecular bases o f 
inherited  d isease”, 8th ed. , CR Scriver et al (eds). New York, McGraw-Hill, 2863-2913 
  
Goldstein J.L. and Brown M.S. (1990) “R eg ulatio n o f the m evalo nate pathw ay”. Nature 343:425-430 
 
Goldstein J.L., Dana S.E., Brown M.S. (1974) “Esterificatio n o f lo w  d ensity lipo pro tein cho lestero l in hum an 
fibroblasts and its absence in ho m o zyg o us fam ilial hypercho lestero lem ia”. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 
71:4288-4292 
 116 
Goldstein J.L., DeBose-Boyd R.A., Brown M.S. (2006) “Pro tein senso rs fo r m em brane stero ls”. Cell 
124:35-46 
 
Halliwell B., Gutteridge J.M.C., (1999) “Free R ad icals in B io lo g y and  M ed ecine”. Oxford University Press, 
Oxford. 
 
Hardie D.G. (1992) “R eg ulatio n o f fatty acid  and  cho lesterol metabolism by the AMP-activated protein 
kinase”. Biochim. Biophys. Acta 1123:231-238 
 
Hardie D.G., Corton J., Ching Y.P., Davies S.P., Hawley S. (1997) “R eg ulatio n o f lipid  m etabo lism  by the 
AMP-activated  pro tein kinase”. Biochem. Soc. Trans. 25:1229-1231 
 
Harman D. (1956) “A g ing : a theo ry based  o n free rad ical and  rad iatio n chem istry”. J. Gerontol. 
11:298-300 
 
Harman D. (1994) “Free-rad ical theo ry o f ag ing . Increasing  the functio nal life span”. Ann. N. Y. Acad. Sci. 
717:1-15 
 
Harper, Charles R., Jacobson, Terry A. (2003) “R ew ies: B eyo nd  the m ed iterranean d iet: the ro le o f o m eg a 
3  fatty acid s”. 6(3):136-46 
 
Harris W.S. (1996) “n-3  fatty acid s and  lipo pro tein: co m pariso n o f results fro m  hum an and  anim al tissues”. 
Lipids 31;243-252 
 
Hartwig M. (2002) “Im m une control of mammalian aging: a T-cell m o d el”. Mech. Ageing Dev. 
63(2):207-213 
 
Heiss G., Tamir I., Davis C.E., Tyroler H.A. (1980) “Lipo pro tein-cholesterol distributions in selected North 
American populations: the Lipid Research Clinics Program prevalence stud y”. Circulation 61:302-315 
 
Henneberg R. and Rodwell V.W. (1985) “A ltered  m o d ulatio n state o f rat hepato cyte H M G -CoA reductase in 
respo nse to  insulin, g lucag o ns, cA M P, cG M P, and  apinephrine” . Fed. Proc. 40:1604 
 
Hensley K., Floyd R.A. (2002) “R eactive oxygen species and protein oxidation in aging: a look back, a look 
ahead ”. Arch. Biochem. Biophys. 397:377-383 
 
Hong D.D., Tagahashi Y., Kushiro M., Ide T. (2003) “D iverg ent effects o f eico sapentaeno ic and  
docosaesaenoic acid ethyl esters and fish oil on hepatic fatty acid  o xid atio n in the rat”. Biochem. Biophys. 
Acta 1635;29-36 
 117 
 
Hooper, L., Summerbell, C.D., Higging, J.P., Thompson, R.L., Capps, N.E., Smith, G.D., Riemersma, 
R.A. and Ebrahim, S. (2001) “D ietary fat intake and  preventio n o f card io vascular disease: systematic 
review ”. Br. Med. J. 322, 757-763 
 
Hua X., Sakai J., Ho Y.K., Goldstein J.L., Brown M.S. (1995) “H airpin o rientatio n o f stero l reg ulato ry 
element-binding protein-2  in cell m em branes as d eterm ined  by pro etease pro tectio n”. J. Biol. Chem. 
270:29422-29427 
 
Ingebritsen T.S. (1983) “M o lecular co ntro l o f H M G -CoA reductase: regulation by 
pho spho rylatio n/d epho spho rylatio n”. In: Sabine JR, Ed. 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A reductase. 
Boca Raton, FL:CRC Press 129-152 
 
Ingebritsen T.S., Geelen M.J., Parker R.A., Evenson K.J., Gibson D.M. (1979) “M o d ulatio n o f 
hydroxymethylglutaryl-CoA reductase activity, reductase kinase activity, and cholesterol synthesis in rat 
hepato cytes in respo nse to  insulin and  g lucag o ns”. J. Biol. Chem. 254:9986-9989 
 
Istvan E.S. and Deisenhofer J. (2000) “The structure o f catalytic po rtio n o f hum an H M G -C o A  red uctase”. 
Biochim. Biophys. Acta 1529:9-18 
 
Istvan E.S., Palnitkar M., Buchanan S.K., Deisenhofer J. (2000) “C rystal structure o f the catalytic po rtio n o f 
human HMG-C o A  red uctase: insig hts into  reg ulatio n o f activity and  catalysis”. EMBO J. 19:819-830 
 
Itani S.I., Ruderman N.B., Schmieder F., Boden G. (2002) “Lipid -induced insulin resistance in human muscle 
is associated with changes in diacylglycerol, protein kinase C, and IkappaB-alpha”. Diabetes 51:2005-2011 
 
Kinsella J.E., Lokesh B., Stone R.A. (1990) “D ietary n-3 PUFA and amelioration of cardiovascular disease: 
po ssible m echanism ”. Am. J. Clin. Nutr. 52:1-28 
 
Kita T., Goldstein J.L., Brown M.S., Wantabe Y., Hornick C.A., Havel R.J. (1982) “H epatic uptake o f 
chilomicron remnants in WHHL rabbits: A mechanism genetically distinct from the low-density lipoprtotein 
recepto r”. Prot. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 79:3623-3627 
 
Klionsky D.J. and Emr S.D. (2000) “A uto phag y as a reg ulated  pathw ay o f cellular d eg rad atio n”. 
Scince, 290:1717-1721 
 
Kohn R.R.  (1971) “Principles o f m am m alian ag ing ”. Foundation of Developmental Biology Series. 
Englewood Cliffs, N.J.: Prentice-Hall 
 
 118 
Kowald A. and Kirkwood T.B. (1996) “A  netw o rk theory of ageing: the interactions of defective 
m ito cho nd ria, aberrant pro teins, free rad icals and  scaveng ers in the ag eing  pro cess”. Mutat. Res. 
316(5-6):209-236 
 
Kristal B.S., Yu B.P. (1992) ”A n em erg ing  hypo thesis: synerg istic ind uctio n o f ag ing  by free radicals and 
M aillard  reactio ns“. J. Gerontol. 47:B107-114 
 
 Kromhout D. (1989) “n-3 fatty acids and coronary heart disease: epidemiology from Eskimos to western 
po pulatio ns”. J. Intern. Med. Suppl. 
 
Kumagai H., Chun K.T., Simoni R.D. (1995) “M o lecular d issection of the role of the membrane domain in the 
regulated degradation of 3-hydroxy-3-m ethylg lutaryl co enzym e A  red uctase”. J. Biol. Chem. 270:19107-
19113 
 
Laemmli U.K. (1 9 7 0 ) “Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4 ”. 
Nature 227:680-685 
 
Langin D. (2006) “A d ipo se tissue lipo lysis as a m etabo lic pathw ay to  d efine pharm aco lo g ical 
strateg ies ag ainst o besity and  the m etabo lic synd ro m e”. Pharmacological Research 53:482-591 
 
Lechward K., Awotunde O.S., Swiatek W., Muszynska G. (2001) “Pro tein pho sphatase 2 A : variety o f fo rm s 
and  d iversity o f functio ns”. Acta Biochim. Pol. 48:921-933 
 
Lee H.C. and Wei Y.H. (2001) “M ito cho nd rial alteratio ns, cellular respo nse to  o xid ative stress and  
defective degradation of protein in aging ”. Biogerontology 2(4):231-244 
 
Leigh-Firbank E., Minihane A., Leake D.S., Wright J.W., Griffin B.A., Williams C.M. (2002) 
Leoni S., Mangiantini M.T., Spagnuolo S., Trentalance A., Valbonesi M. (1985) “S ho rt term  reg ulatio n o f 
hepatic 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase during pregnancy and perinatal development in the 
rat”. Cell. Mol. Biol. 31:149-152 
 
Levine G., Keaney J.F. Jr, Vita J.A. (1995) “C ho lestero l red uctio n in card io vascular d isease: clinical 
benefits and  po ssible m echanism ”. N. Engl. J. Med. 332:512-521 
 
Lowry O.H., Rosenbrough N.J., Farr A.L., Randall R.J. (1951) “Pro tein m easurem ent w ith the Fo lin pheno l 
reag ent”. J. Biol. Chem. 193: 265-275 
 
Majeski A.E. and Dice J.F. (2004) “M echanism  o f chapero n-m ed iated  auto phag y”. Int. J. Biochem. Cell 
Biol. 36(12):2435-2444 
 119 
 
Marino M., Pallottini V., D'Eramo C., Cavallini G., Bergamini E., Trentalance A. (2002) “A g e-related changes 
o f cho lestero l and  d o licho l bio synthesis in rat liver”. Mech. Ageing Develop. 123:1183-1189 
 
Markossian K.A., Poghossian A.A., Paitian N.A., Nalbandyan R.M. (1978) “S upero xid e d ism utase activity o f 
cyto chro m e o xid ase”. Biochem. Biophys. Res. Commun. 81:1336-1343 
 
Martin G.M., Hoehn H., Bryant E.M. (1980) “Evid ence ag ainst so m atic m utatio n as a m echanism  o f 
clonal senescence”. Adv. Exp. Med. Biol. 129:139-145 
 
Massey A.C., Kaushik S., Sovak G., Kiffin R., Cuervo A.M. (2006) “C o nseq uences o f the selective 
blockage of chaperone-m ed iated  auto phag y”. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103(15):5805-5810 
 
McGee T.P., Cheng H.H., Kumagai H., Omura S., Simoni R.D. (1996) “D eg rad atio n o f 3 -hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase in endoplasmic reticulum membranes is accelerated as a result of increased 
susceptibility to  pro teo lysis”. J. Biol. Chem. 271:25630-25638 
 
Messa C., Notarnicola M., Russo F., Cavallini A., Pallottini V., Trentalance A., Bifulco M., Laezza C., Caruso 
M.G. (2005) “Estro g enic reg ulatio n o f cho lestero l bio synthesis and  cell g ro w th in D LD -1 human colon cancer 
cells” Scand. J. Gastr. 40:1454-1461 
 
Messa C., Notarnicola M., Russo F., Cavallini A., Pallottini V., Trentalance A., Bifulco M., Laezza C., 
Caruso M.G. (2005) “Estro g enic reg ulatio n o f cho lestero l bio synthesis and  cell g ro w th in D LD -1 
hum an co lo n cancer cells” Scand. J. Gastr. 40:1454-1461  
 
Meusser B., Hirsch C., Jarosh E., Sommer T. (2005) “ER A D : the lo ng  ro ad  to  d estructio n”. Nat. Cell. Biol. 
7:766-772  
 
Miquel J., Economos A.C., Fleming J., Johnson J. (1980) “M ito cho nd rial ro le in cell ag ing ”. Exp. 
Gerontol., 15(6):575-591 
 
Mitchelhill K.I., Stapleton D., Gao G., House C., Michell B., Katsis F., Witters L.A., Kemp B.E. (1994) 
“M am m alian A M P -activated protein kinase shares structural and functional homology with the catalytic domain 
o f yeast S nf1  pro tein kinase”. J. Biol. Chem. 269:2361-2364 
 
Moran L.A., Scrimgeour K.G., Horton H.R., Ochs R.S., Rawn J.D. (1996) “B io chim ica”. McGraw-Hill, 
seconda edizione. 
 
 120 
Mortimore G.E., Poso A.R., Lardeux B.R. (1989) “M echanism  and  reg ulatio n o f pro tein d eg rad atio n in 
liver”. Diabetes Metab. Rev. 5(1):49-70 
 
Moskovitz J., Yim M.B., Chock P.B. (2002) “Free rad icals and  d isease”. Arch. Biochem. Biophys. 397:354-
359 
 
Ness G.C. and Chambers C.M. (2000) “Feed back and  ho rm o nal reg ulatio n o f hepatic 3 -hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase: the concept of cholesterol buffering  capacity”. Proc. Soc. Exp. Biol. 
Med. 224:8-19 
 
Ness G.C., Dugan R.E., Lakshmanan M.R., Nepokroeff C.M., Porter J.W. (1973) “S tim ulatio n o f hepatic 3 -
hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase activity in hypophysectomized  
rats by l-triiodothyronine”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 70:3839-3842 
 
Ness G.C., Wiggins L., Zhao Z. (1994a) “Insulin increases hepatic 3 -hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 
red uctase m R N A  and  im m uno reactive pro tein levels in d iabetic rats”. Arch. Biochem. Biophys. 309:193-194  
 
Ness G.C., Zhao Z., Wiggins L. (1994b) “Insulin and  g lucag o ns m o d ulate hepatic 3 -hydroxy-3-methylglutaryl 
co enzym e A  red uctase activity by affecting  im m uno reactive pro tein levels”. J. Biol. Chem. 269:29168-
29172 
 
Nestel, P.J. (1 9 9 0 ) “Effects of n-3 fatty acid s o n lipid  m etabo lism ”. Annu. Rev. Nutr. 10,149-167 
 
Nohturfft A., Brown M.S., Goldstein J.L. (1998) “To po lo g y o f S R EB P cleavag e -activating protein, a 
po lyto pic m em brane pro tein w ith a stero l sensing  d o m ain”. J. Biol. Chem. 273:17243-17250 
 
Nohturfft A., Yabe D., Goldstein J.L., Brown M.S., Espenshade P.J. (2000) “R eg ulated  step in cho lestero l 
feed back lo calized  to  bud d ing  o f S C A P fro m  ER  m em branes”. Cell 102:315-323 
 
Oliver C.N., Ahn B.W., Moerman E.J., Goldstein S., Stadtman E.R. (1987) “A g e -related changes in oxidized 
pro teins”. J. Biol. Chem. 262:5488-5491. 
 
Omkumar R.V., Darnay B.G., Rodwell V.W. (1994) “M o d ulatio n o f S yrian ham ster 3-hydroxy-3-methylglutaryl 
co enzym e A  red uctase activity by pho spho rylatio n: R o le o f serine 8 7 1 ”. J. Biol. Chem. 269:6810-6814  
 
Oncley J.L. (1956) “Lipo pro teins in hum an plasm a”. Harvey Lect. 50:71-91. 
 
Onorato J.M., Thorpe S.R., Baynes J.W. (1998) ”Im m uno histo chem ical and  ELIS A  assays fo r bio m arkers of 
oxidative stress in ag ing  and  d isease“. Ann. N. Y. Acad. Sci. 854:277-290. 
 121 
 
Orgel L.E. (1995) “The m anteinance o f the accuracy o f pro tein synthesis and  its relevance to  ag eing ”. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (49)517-521 
 
Pallottini V., Montanari L., Cavallini G., Bergamini E., Gori Z., Trentalance A. (2 0 0 4 ) “Mechanisms underliyng 
the impaired regulation of 3-methylglutaril-coenzyme-A  red uctase in ag ed  rat liver”. Submitted. 
 
Papa S. (1996) “M ito cho nd rial o xid ative pho spho rylatio n chang es in the life span. M o lecular aspects and 
physio patho lo g ical im plicatio ns”. Biochim. Biophys. Acta 1276:87-105 
 
Parker R.A., Miller S.J., Gibson D.M. (1989) “Pho spho rylatio n o f native 9 7  K D a 3 -hydroxy-3-methykglutaryl 
co enzym e A  red uctase fro m  rat liver: im pact o n activity and  d eg rad atio n o f the enzym e”. J. Biol. Chem 
264:4877-4887 
 
Petiot A., Pattingre S., Arico S., Meley D., Codogno P. (2002) “D iversity o f sig nalling  co ntro ls o f 
m acro auto phag y in m am m alian cells”. Cell. Struct. Funct. 27:431-441 
 
Pontieri G.M., Bernelli-Zazzera A., Bianchi-Santamaria A., Faggioni A., Frati L., Gazzaniga A., Ippoliti F., 
Ragona G., Russo M.A., Salerno A., Santamaria L., Tolone G. (1996) “Pato lo g ia g enerale” . Piccin, seconda 
edizione. 
 
Reaven G.M. (1995) “The fo urth m usketeer: fro m  A lexand re D um as to  C laud e B ernard ”. Diabetologia 38:3-
13 
 
Roden M., Price T.B., Perseghin G., Petersen K.F., Rothman D.L., Cline G.W., Shulman G.I. (1996) 
“M echanism  o f free fatty acid -ind uced  insulin resistance in hum ans”. J. Clin. Investig. 97:2859-2865 
 
Rogina B., Reenan R.A., Nilsen S.P., Helfand S.L. (2000) “Extend ed  life -span conferred by cotransporter 
g ene m utatio ns in D ro so phila”. Science 290:2137-2140. 
 
Roitelman J., Olender E.H., Bar-Nun S., Dunn W.A., Simoni R.D. (1992) “Im m uno lo g ical evid ence fo r eig ht 
spans in the membrane domain of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase: implication for enzyme 
d eg rad atio n in the end o plasm ic reticulum ”. J. Cell. Biol. 117:959-973 
 
Russell D.W., Yamamoto T., Schneider W.J., Slaughter C.J., Brown M.S., Goldstein J.L. (1983) “cD N A  
cloning of the bovine low density lipoprotein receptor: feedback reg ulatio n o f a recepto r m R N A ”. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A. 80:7501-7505. 
 
 122 
Sakai J., Rawson R.B., Espenshade P.J., Cheng D., Seegmiller A.C., Goldstein J.L. (1998) “M o lecular 
identification of the sterol-regulated luminal protease that cleaves SREBPs and controls lipid composition of 
anim als cells”. Mol. Cell. 2:505-514 
 
Sako Y and Grill V.E. (1990) “A  4 8 -hour lipid infusion in rat time-dependently inhibts glucose-induced insulin 
secretion and B cell oxidation through a process likely coupled to  fatty acid  o xid atio n”. Endocrinology 
127:1580-1589 
 
Samali A., Nordgren H., Zhivotovsky B., Peterson E., Orrenius S. (1999) “A  co m parative stud y o f apo pto sis 
and necrosis in HepG2 cells: oxidant-induced caspase inactivatio n lead s to  necro sis”. Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 255:6-11 
 
Sample C.E., Pendleton L.C., Ness G.C. (1987) “R eg ulatio n o f 3 -hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 
reductase mRNA levels by l-triio d o thyro nine”. Biochemistry 26:727-731 
 
Sarasin A. (1999) “The m o lecular pathw ays o f ultravio le t-ind uced  carcino g enesis”. Mutat. Res. 428:5-10 
 
Sarvazyan N. (2002) “Patho physio lo g y o f reactive o xyg en species (R O S )” 
www.ttuhsc.edu/SOM/physiology/courses/6311Cellular/PathophysiologyofROS2002.pdf 
 
Schoneich C. (1999) “R eactive o xyg en species and  bio lo g ical ag ing : a m echanistic appro ach”. Exp. Gerontol. 
34:19-34 
 
Schropfer G.J. Jr. (2000) “O xystero ls:m o d ulato rs o f cho lestero l m etabo lism  and  o ther pro cesses”. Physiol. 
Rev. 80:361-554 
 
Sen C.K., Packer L. (1996) “A ntio xid ant and  red o x reg ulatio n o f g ene transcriptio n”. FASEB J. 10:709-720 
 
Sevanian A., Berliner J., Peterson H. (1991) “U ptake, m etabo lism , and  cyto to xicity o f iso m eric cho lestero l-
5,6-epoxides in rabbit ao rtic end o thelial cells”. J. Lipid Res. 32:147-155 
 
Sever N., Song B.L., Yabe D., Goldstein J.L., Brown M.S., DeBose-Boyd R.A. (2003a) “Insig -dependent 
ubiquitination and degradation of mammalian 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase stimulated by 
stero l and  g eranylg eranio l”. J. Biol. Chem. 278:52479-52490 
 
Sever N., Yang T., Brown M.S., Goldstein J.L., DeBose-Boyd R.A. (2003b) “A ccelerated  d eg rad atio n o f 
HMG-CoA reductase mediated by binding of Insig-1 to its sterol-sensing  d o m ain”. Mol. Cell. 11:25-33 
 
 123 
Shimomura I., Bashmakov Y., Ikemoto S. Horton J.D. Brown M.S., Goldstein J.L. (1999) “Insulin selectively 
increases SREBP-1c mRNA in the livers of rats with streptozotocin-ind uced  d iabetes”. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 96:13656-13661 
 
Simonet W.S. and Ness G.C. (1988) “Transcriptio nal and  po st-transcriptional regulation of rat 3-hydroxy-3-
m ethylg lutaryl co enzym e A  red uctase by thyro id  ho rm o nes”. J. Biol. Chem. 263:12448-12453 
 
Simonet W.S. and Ness G.C. (1989) “Po st-transcription regulation of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme 
A  red uctase m R N A  in rat liver: g luco co rtico id s blo ck the stabilizatio n caused  by thyro id  ho rm o nes”  J. Biol. 
Chem. 264:569-573 
 
Sirtori C.R., Manzoni C., Lovati M.R. (1991) “M echanism s o f lipid -lo w ering  ag ents”. Cardiology 
78(3):226-35 
 
Smith C.D., Carney J.M., Starke-Reed P.E., Oliver C.N., Stadtman E.R., Floyd R.A., Markesbery W.R. 
(1991) “Excess brain pro tein o xid atio n and  enzym e d ysfunctio n in no rm al ag ing  and  in  A lzheim er d isease”. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 88:10540-10543 
 
Song B.L., Javitt N.B., DeBose-Boyd R.A. (2005) “Insig -mediated degradation of HMG-CoA reductase 
stim ulated  by lano stero l, an interm ed iate in the synthesis o f cho lestero l”. Cell Metab. 1:179-189 
 
Stadtman E.R., Berlett B.S. (1997) “R eactive oxygen-mediated protein oxidation in aging and 
d isease”. Chem. Res. Toxicol. 10:485-494 
 
Stadtman E.R., Levine R.L. (2000) “Pro tein o xid atio n“. Ann. N. Y. Acad. Sci. 899:191-208 
 
Stapleton D., Mitchelhill K.I., Gao G., Widmer J., Michell B.J., The T., House C.M., Fernandez C.S., Cox T., 
Witters L.A., Kemp B.E. (1996) “M am m alian A M P -activated  pro tein kinase subfam ily”. J. Biol. Chem. 
271:611-614 
 
Steinberg D. (1988) “M etabo lism  o f lipo pro teins and  their ro le in the patho g enesis o f 
athero sclero sis”. Atheroscler. Rev. 18:1-23 
 
Sucic M. (1998) “Effect o f d ietary fish o il supplem entatio n o n lipo pro teins level in patients w ith 
hyperlipo pro teinem ia”. Col. Antropol. 22(1):77-83 
 
Sun L.P., Li L., Goldstein J.L., Brown M.S. (2005) “Insig  req uired  fo r stero l-mediated inhibition of 
S cap/S R EB P bind ing  to  C O PII pro teins in vitro ”. J. Biol. Chem. 280:26483-26490 
 
 124 
Taborsky G. (1973) “O xid ative m o d ificatio n o f pro teins in the presence o f ferro us io n and  air. Effect of ionic 
constituents of the reaction medium on the nature of the o xid atio n pro d ucts”. Biochemistry 12:1341-1348 
 
Tatoyan A., Giulivi C. (1998) “Purificatio n and  characterizatio n o f a nitric-oxide synthase from rat liver 
m ito cho nd ria”. J. Biol. Chem. 273:11044-11048 
 
Tedesco A.C., Martinez L., Gonzalez S. (1997) “Pho to chem istry and  pho to bio lo g y o f actinic erythem a: 
defensive and reparative cutaneo us m echanism s”. Braz. J. Med. Biol. Res. 30:561-575 
 
Turley S.D., Spady D.K., Dietschy J.M. (1995) “R o le o f liver in the synthesis o f cho lestero l and  the 
clearance of low d ensity lipo pro teins in the cyno m o lg us m o nkey”. J. Lipid Res. 36:67-79 
 
Vega G.L., Cater N.B., Meguro S., Grundy S.M. (2005) “Influence o f extend eed  release nico tinic acid  o n 
nonesterified fattya cid flux in the metabolic syndrome with atherogenic dyslipid em ia”. Am. J. Cardiol. 
95:1309-1313 
 
Wang C.W. and Klionsky D.J. (2003) “The m o lecular m echanism  o f auto phag y”. Mol. Med. 9(3-4): 65-
76 
 
Wang X., Sato R., Brown M.S., Hua X., Goldstein J.L. (1994) “S R EB P -1, a membrane-bound transcription 
factor released by sterol-reg ulated  pro teo lysis”. Cell. 77:53-62 
 
Weng N.P. (2006) “A g eing  o f the im m une system : ho w  m uch can the ad aptive im m une system  ad apt?”. 
Immunity 24(5):495-499 
 
Wera S. and Hemmings B.A. (1995) “S erine/threo nine pro tein pho spharases”. Biochem. J. 311:17-29 
 
Yabe D., Komuro R., Liang G., Goldstein J.L., Brown M.S. (2003) “Liver-specific mRna for Insig-2 down-
reg ulated  by insulin: im plicatio ns fo r fatty acid  synthesis”. Proc. Natl. Acad. Sci. Usa 100: 3155-3160 
 
Yan L.J., Levine R.L., Sohal R.S. (1997) “O xid ative d am ag e d uring  ag ing  targ ets m ito cho nd rial 
aco nitase”. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94:11168-11172 
 
 
 
 
 
 125 
RINGRAZIAMENTI 
Un ringraziamento particolare va al professor Bergamini ed alla professoressa Trentalance, per 
avermi consentito di far parte dei loro gruppi di ricerca e aver permesso la mia formazione 
pro fessio nale all’interno  d ei lo ro  labo rato ri. 
 
Ringrazio sentitamente la dottoressa Valentina Pallottini per avermi supportato e seguito durante 
il m io  internato  d i labo rato rio  presso  l’università di Roma 3, ed essere sempre stata una 
presenza vicina ed  inco rag g iante d urante tutto  il “perio d o  d i tesi”. Insiem e a lei, un sincero  
g razie alla d o tto ressa G abriella C avallini per l’im m ancabile co llabo razio ne, ed  al d o tto r A lessio  
Donati che ha collabo rato  co n m o lta d ispo nibilità d urante l’elabo razio ne d ella tesi. 
 
U n ring raziam ento  speciale ed  affettuo so  va a tutti i rag azzi d el labo rato rio  3 .4  d ell’U niversità d i 
Roma 3, Chiara, Elisabetta, Barbara, Paola, Chiarona, Pamela, Valentina, Alessandro, ed alla 
pro fesso ressa M aria M arino  per l’ind ispensabile aiuto , la pazienza e la d ispo nibilità che m i hanno  
m o strato  d urante l’attività d i ricerca, e per l’atm o sfera d i acco g lienza, am icizia e serenità che ho  
trovato nel loro laboratorio. Ringrazio, inoltre, Monica Guarini del laboratorio di Pisa, per la sua 
amicizia e disponibilità. 
 
Il ringraziamento più grande va a mia madre e mio padre, perché mi hanno sempre sostenuto con 
entusiasm o  e m i so no  stati sem pre vicini d urante l’intero  perco rso  d ei m iei stud i, p erché mi 
hanno sempre incoraggiata a dare il massimo sia nei miei studi che nella vita privata, e sono per 
me esempio e guida. Insieme a loro, ringrazio la mia sorellina May a cui voglio veramente un 
mondo di bene. 
 
Ringrazio tantissimo i miei fratelli Marco e Neda, e Shiva (che è come una sorella) per la gioia di 
aver trasco rso  co n lo ro  q uesti anni universitari, per l’aiuto  ind ispensabile che m i hanno  d ato , per 
essermi stati sempre vcini nei momenti più importanti e nelle difficoltà, e per avermi sopportato, 
specialm ente in q uest’ultim o  perio d o . 
 
Ringrazio, infine, tutti gli amici e i colleghi con cui ho condiviso questi anni universitari. 
  
 
 
 
 
 
 
 
